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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Hepatitis-C-Virus

Das Hepatitis-C-Virus (HCV) ist ein durch Blut Ubertragenes, hepatotropes Virus, das
eine akute oder chronische Hepatitis in infizierten Individuen verursacht. Weltweit sind
schatzungsweise uber 50 Millionen Menschen mit HCV infiziert, wobei die Pravalenzen
in der Literatur je nach Quelle unterschiedlich angegeben werden (Thrift et al., 2017,
World Health Organization, 2023). Die hdéchste Krankheitslast besteht in der euro-
paischen und dstlichen Mittelmeerregion sowie in Slidostasien, im Westpazifik, in Afrika
und in Nord-, Mittel- und Stidamerika (World Health Organization, 2023). Die Infektion
erfolgt durch Blutlbertragung, beispielsweise bei der Transfusion von infizierten Blut-
konserven, bei unhygienischen chirurgischen, kosmetischen oder zahnarztlichen Eingrif-
fen, Nadelstichverletzungen, Organtransplantationen sowie weniger haufig durch sexu-

elle oder vertikale Transmission (Liu und Kao, 2023).

Eine akute HCV-Infektion ist in den meisten Fallen asymptomatisch. Falls Symptome
auftreten, umfassen diese u. a. Fieber, Abgeschlagenheit, Ubelkeit und Erbrechen,
Bauchschmerzen, dunkel verfarbten Urin, Gelenkschmerzen und lkterus. 15 - 45 % der
Infizierten erreichen eine Spontanheilung innerhalb von sechs Monaten ohne jegliche
antivirale Behandlung. Demgegeniber entwickeln 55 - 85 % eine chronische Hepatitis.
Innerhalb von 20 Jahren entwickeln 15 - 30 % der chronisch Infizierten eine Leber-
zirrhose. Eine weitere lebensbedrohliche Komplikation ist das Hepatozellulare Karzinom
(HCC) (Liu und Kao, 2023; World Health Organization, 2023).

Die Diagnose einer Infektion mit HCV erfolgt in zwei Schritten: Zunachst werden sero-
logische Tests zum Nachweis von anti-HCV-Antikérpern durchgefiihrt. Im Falle eines
positiven Nachweises wird die Diagnose einer chronischen Infektion durch die Detektion
der HCV-RNA bestatigt. Es werden dartber hinaus Schnelltests zur Detektion des HCV
Core Antigens entwickelt (Roger et al., 2021). Besteht eine chronische Infektion, ist die
Indikation zur antiviralen Therapie gegeben. Die Therapie mit Interferon-a ist heutzutage
durch die Einfuhrung der direkten antiviralen Medikamente (DAA, direct antiviral agents)
obsolet geworden. Am haufigsten eingesetzt werden die pangenotypisch wirksamen und
mittlerweile preiswerter verfligbaren DAAs Sofosbuvir und Daclatasvir. Durch die Ent-
wicklung von Generika sind die initial sehr teuren DAAs heutzutage in einigen Landern,

u. a. Indien und China, breiter einsetzbar (World Health Organization, 2018).

Aufgrund der mittlerweile guten Behandlungsmadglichkeiten hat die WHO das Ziel defi-
niert, HCV bis zum Jahr 2030 zu eliminieren (World Health Organization, 2018). Wegen
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der noch immer hohen Behandlungskosten und immer wieder auftretenden DAA-resis-
tenten Stammen wird fiir das Erreichen dieses Ziel weiterhin an der Entwicklung eines
Impfstoffes gearbeitet (Roingeard und Beaumont, 2020). Bis dato (2025) gibt es jedoch

noch keinen zugelassenen Impfstoff zur wirksamen Pravention von HCV-Infektionen.

1.1.1 Systematik und Genotypen

Das Internationale Komitee fiir Virustaxonomie (engl. International Committee on Taxo-
nomy of Viruses, ICTV) unterteilt Viren systematisch in Familien und Gattungen (ICTV,
2024). Das Hepatitis-C-Virus gehort der Familie der membranumhdliten Flaviviren an,
die ein nicht-segmentiertes Plus-Strang RNA-Genom von ca. 9000 - 13.000 bp Lange
ohne Poly(A)-Trakt besitzen (Simmonds et al., 2017). Aufgrund der Organspezifitat wird
das HC-Virus auRerdem dem Genus Hepacivirus (,hepar*, lat. fir Leber) zugeordnet. Es
werden mittlerweile 8 Genotypen mit 93 Subtypen unterschieden, nachdem 2018 ein
neuer Genotyp identifiziert wurde (Borgia et al., 2018; Bukh et al., 2024). Die hohe Vari-
anz der Sequenzen lasst sich durch die Fehleranfalligkeit der viralen RNA-abhangigen
RNA-Polymerase erklaren. Weltweit ist Genotyp 1 am haufigsten (49,1 %), gefolgt von
Genotyp 3 (17,9 %), Genotyp 4 (16,8 %) und 2 (11,0 %). Die Bestimmung des Genotyps

ist wichtig, da sie eine speziell angepasste Therapie fir Patient*innen ermoglicht.

1.1.2 Organisation des Viruspartikels

Hepatitis-C-Virionen, die einzelnen Viruspartikel, die sich aufierhalb der Zelle befinden,
sind pleomorph, jedoch vorwiegend spharisch geformt mit einem Durchmesser von
40 - 100 nm und einer sehr heterogenen Dichte (Catanese et al., 2013). Umgeben sind
sie von einer Lipiddoppelschicht, in die u. a. Apolipoproteine und die beiden viruseigenen
Strukturproteine E1 und E2 (engl. envelope) eingelagert sind (Gastaminza et al., 2010).
Darunter befindet sich das Viruskapsid, das sich aus den viralen Core-Proteinen zusam-
mensetzt und das einzelstrangige, positiv orientierte RNA-Genom des Virus umhillt
(Bartenschlager et al., 2011). Der Zusammenbau der Viruspartikel hangt eng mit der
Synthese von wirtseigenen Very Low Density Lipoproteinen (VLDLs) zusammen. Es wird
angenommen, dass ein GroRteil der im Blut zirkulierenden Hepatitis-C-Virionen als Lipo-
viropartikel (LVP) vorliegen. Die Assoziation der Viruspartikel mit Lipiden und Apo-
lipoproteinen scheint das Virus vor der Neutralisation durch antivirale Antikérper zu
schitzen sowie den Eintritt in die Wirtszelle Gber Rezeptoren, beispielsweise den LDL-

Rezeptor, zu vereinfachen (Bartenschlager et al., 2011).
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1.1.3 Genomaufbau

Das Genom des Hepatitis-C-Virus besteht aus einem einzelstrangigen, positiv (+)-
orientierten RNA-Strang von ca. 9600 Nukleotiden Lange. Ein einzelner, offener Le-
serahmen (engl. open reading frame, ORF) codiert fiir das virale Polyprotein, das durch
verschiedene Proteasen in Strukturproteine (Core, E1, E2) sowie Nicht-Strukturproteine
(p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) gespalten wird (Lohmann, 2013). Der ORF
wird auf beiden Seiten von untranslatierten Regionen (UTR) flankiert. Diese 5-UTR und
3’-UTR sind hoch strukturiert und spielen eine tragende Rolle bei der Replikation und
Translation des Virus (Fricke et al., 2015; Lohmann, 2013; Tabata et al., 2020).

IRES
SLI

SL1

NS5A | NS5B

NS4A

Y
Strukturproteine Nicht-Strukturproteine

Startcodon Stoppcodon

Abbildung 1: Aufbau des HCV Genoms (Tabata et al, 2020).

Der einzelstrangige positiv-orientierte RNA-Strang besteht aus der 5-UTR, einem offenen Leserahmen
(ORF) fiur das virale Polyprotein sowie einer 3*-UTR. Die viralen Proteine werden nach Prozessierung in
Struktur- und Nicht-Strukturproteine eingeteilt. SL = Stem loop, UTR = untranslatierte Region, IRES =
Internal Ribosomal Entry Site, VR = variable Region. Grafik bearbeitet aus Tabata et al., 2020 nach

freundlicher Genehmigung der Autor*innen.

Die 5’-UTR des HCV Genoms beinhaltet vier Haarnadelschleifen (engl. stem loops, SL
I - 1V), konservierte RNA-Sekundarstrukturen mit verschiedenen Funktionen im viralen
Replikationszyklus. SL Il, Il und IV bilden zusammen mit den initialen 20 - 30 Nukleo-
tiden (nt) der codierenden Sequenz die interne ribosomale Eintrittsstelle (engl. internal
ribosomal entry site, IRES), die eine Cap-unabhangige Translation des viralen Polypro-
teins erlaubt (Fricke et al., 2015; Tabata et al., 2020; Tsukiyama-Kohara et al., 1992).
Auflerdem befinden sich in der 5-UTR zwischen SL | und |l zwei Bindungsstellen flr die
leberspezifische microRNA-122, deren Anlagerung sich positiv auf die Replikation,
Translation und Stabilitat der HCV-RNA auswirkt (Henke et al., 2008; Jopling et al., 2005;
Nieder-Réhrmann et al., 2017; Niepmann et al., 2018; Shimakami et al., 2012).

Die 3’-UTR besitzt eine essenzielle Rolle in der viralen minus-Strang RNA-Synthese. Sie
beinhaltet eine variable Region (VR), einen poly-U/UC Trakt und eine konservierte
Struktur, genannt 3’X oder X-tail (Friebe und Bartenschlager, 2002).
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Eine weitere wichtige Haarnadelstruktur ist das Cis-regulatorische Element (CRE) im
codierenden Bereich von NS5B. Es reguliert u. a. die Translation herunter, wahrend es

sich positiv auf die Replikation des viralen Genoms auswirkt (Friebe et al., 2005).

1.1.4 Virale Proteine

Das virale Polyprotein besteht aus ca. 3000 Aminosauren und wird co- und post-
translational durch zelluldre und virale Proteasen zu 10 reifen Struktur- und Nicht-

Strukturproteinen prozessiert (Moradpour und Penin, 2013):

Core: Das erste Strukturprotein des ORF ist das Core-Protein, das das virale Nukleo-
kapsid formt. Es besteht aus einer N-terminalen hydrophilen Domane 1 (D1), die den
Zusammenbau des Viruspartikels fordert und dartiber hinaus eine RNA Chaperon
Aktivitat besitzt, die fir die Verpackung des RNA Genoms in das Viruspartikel benétigt
wird (Cristofari, 2004; Moradpour und Penin, 2013). Auflerdem interagiert D1 mit
zellularen Faktoren und tragt zu Funktionsveranderungen in der Wirtszelle bei (De
Chassey et al., 2008). Die C-terminale hydrophobe Doméane 2 (D2) ist fir die Assoziation

mit zellularen Lipidtropfen verantwortlich (Boulant et al., 2006).

E1 und E2: Die Hullproteine (engl. envelope) E1 und E2 sind Glykoproteine, die fir den
Zusammenbau des infektidsen Partikels, den Eintritt des Virus in die Zelle und die Fusion
mit der endosomalen Membran unabdingbar sind (Moradpour und Penin, 2013; Zeisel
et al., 2013). Die Typ 1 Transmembranproteine besitzen eine N-terminale Ektodoméane
und eine kurze C-terminale Transmembrandoméane (TMD), die wahrend der Synthese in
die Membran des Endoplasmatischen Retikulums eingelagert wird. Diese TMD ist mit-
verantwortlich fur die Bildung von nicht-kovalenten E1-E2 Heterodimeren, die als

wichtige Komponente der viralen Hiille gelten (Voisset und Dubuisson, 2004).

p7: Das 63 Aminosauren lange integrale Membranprotein p7 formt Hexamere oder
Heptamere in zellularen Membranen, die Kationenkanalaktivitat besitzen (Chandler et
al., 2012). Es wird den Viroporinen zugerechnet und erleichtert u. a. die Produktion und
Freisetzung von infektiosen HCV Partikeln (Madan und Bartenschlager, 2015;
Steinmann und Pietschmann, 2010). Trotz vieler Fortschritte in der Analyse von Struktur,

Lokalisation und Funktion von p7 in vitro sind viele Aspekte bis dato noch unklar.

NS2: NS2 gehort zu den Nicht-Strukturproteinen und wird durch eine Cystin-Protease,
die sich aus NS2 und dem N-terminalen Drittel von NS3 zusammensetzt, aus dem
viralen Polyprotein geschnitten. Zwar ist NS2 selbst fir die Replikation entbehrlich,
jedoch ist diese Spaltung des Polyproteins zwischen NS2 und NS3 eine wichtige Voraus-

setzung flr ein funktionstlichtiges NS3 Protein, welches wiederum die RNA Replikation
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positiv beeinflusst (Moradpour und Penin, 2013). Die katalytische Aktivitat von NS2 liegt
in der C-terminalen Doméane, wahrend der N-terminale Teil eine Membrandomane
darstellt (Jirasko et al., 2008). Unabhangig von seiner Protease-Aktivitat spielt NS2 eine
zentrale Rolle bei der Organisation und im Zusammenbau der infektiosen Partikel, wobei
eine komplexe Interaktion mit weiteren Nicht-Struktur- und Strukturproteinen angenom-

men wird (Jirasko et al., 2008; Popescu et al., 2011).

NS3-4A-Komplex: Der nicht-kovalente Komplex aus NS3 und NS4A besitzt zwei
Hauptfunktionen: Das N-terminale Drittel von NS3 fungiert als Serinprotease, wobei
NS4A als Cofaktor agiert. Die C-terminalen zwei Drittel von NS3 besitzen eine
NTPase/RNA-Helikase Aktivitdt (Morikawa et al., 2011; Raney et al., 2010). Diese
entwindet unter ATP-Hydrolyse doppelstrangige oder einzelstrangige RNA Regionen mit
komplexen Sekundarstrukturen und ist somit essenziell fir die RNA Replikation
(Moradpour und Penin, 2013). Dartiber hinaus spielt die Helikase eine wichtige Rolle im
Zusammenbau der viralen Partikel (Murray et al., 2008). Die Serinprotease hingegen
spaltet zellulare Proteine, die u. a. in die zellulare angeborene Immunantwort involviert
sind (K. Li et al., 2005; Meylan et al., 2005). Aus diesem Grund tragt die Protease
mafgeblich zur Persistenz und Pathogenitat von HCV bei (Morikawa et al., 2011). NS3
ist aufgrund seiner zentralen Rolle im viralen Replikationszyklus ein attraktives Ziel der
antiviralen Therapie. Mittlerweile wird die dritte Generation der pangenotypisch wirksa-
men NS3 Protease-Inhibitoren (vor allem Glecaprevir und Voxilaprevir) erfolgreich mit
hoher antiviraler Aktivitdt und Heilungsraten von uber 95 % in Kombination mit NS5A-

Inhibitoren in der HCV-Therapie eingesetzt (De Leuw und Stephan, 2018).

NS4B: Das integrale Membranprotein NS4B spielt eine wichtige Rolle im Zusammenbau
eines funktionalen viralen Replikationskomplexes, indem es die Formation des
sogenannten membrandsen Netzes (engl. membranous web) induziert (Egger et al.,
2002). NS4B interagiert dabei mit anderen Nicht-Strukturproteinen und bindet virale RNA
(Einav et al., 2008). Darlber hinaus scheint es eine Rolle in Zusammenbau und Frei-

setzung der infektidsen Viruspartikel zu spielen (Jones et al., 2009).

NS5A: NS5A ist ein membranassoziiertes RNA-bindendes Phosphoprotein mit
Zinkfingerdomane. Im phosphorylierten Zustand moduliert es Uber die Rekrutierung
zellularer Proteine die HCV Replikation und den Zusammenbau der Viruspartikel (Zayas
et al., 2016).

NS5B: Die RNA-abhdngige RNA-Polymerase NS5B synthetisiert ausgehend vom
Plusstrang-RNA-Genom einen komplementaren Negativstrang, welcher wiederum als

Vorlage fir die Synthese weiterer Plusstrang-Genome dient (Lohmann, 2013). Die
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N-terminale katalytische Domane besitzt eine fur RNA-Polymerase klassische Struktur,
die an die Anordnung von Fingern, Daumen und Handflache einer rechten Hand erinnert
(Behrens et al., 1996). Posttranslational wird das Enzym Uber die C-terminale Domane
so in der ER-Membran verankert, dass die katalytische Domane eine zytosolische
Orientierung besitzt (Schmidt-Mende et al., 2001; Vieyres und Pietschmann, 2019).
Dartber hinaus spielt NS5B Uber cis-Regulation eine Rolle in der Formation des Replika-

tionskomplexes und unterstutzt den Virus-Zusammenbau (Gouklani et al., 2012).

1.1.5 Viraler Replikationszyklus

Der Replikationszyklus des Hepatitis-C-Virus lasst sich grob in vier Abschnitte
unterteilen, die im Folgenden beschrieben sind. Der Lebertropismus des Virus wird u. a.

durch verschiedene Interaktionen mit der Wirtszelle begrundet.

1.1.5.1 Aufnahme in die Wirtszelle

Die Infektion mit Viruspartikeln erfolgt durch Blutiibertragung. Anschlie3end werden die
Viruspartikel, die in Assoziation mit Lipoproteinen vorliegen, tber den Blutweg zu den
Hepatozyten transportiert. Die Anlagerung an die Wirtszelle erfolgt Gber an der Zell-
oberflache lokalisierte Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG). Insbesondere das
Membrane-spanning Syndecan 1 (SDC1) wurde als Rezeptor fur in der Virushille
eingelagertes Apo E identifiziert (Shi et al., 2013). Weiterhin gilt die Bindung des Hdllpro-
teins E2 an den Scavenger Rezeptor Klasse B Typ | (SR-BI) als wichtiger Schritt
wahrend der Anlagerung des Viruspartikels (Scarselli et al., 2002). Auch dem LDL-
Rezeptor wird in einigen Quellen eine Funktion wahrend der Anlagerung und Aufnahme
des Virus in die Zelle zugesprochen, wobei die Relevanz nicht eindeutig definiert ist
(Albecka et al., 2012). Nach der Anlagerung erhalt E2 Kontakt zu Tetraspanin CD81,
wodurch die Fusion mit der Wirtszelle vorbereitet wird (Pileri et al., 1998). Anschlielend
erfolgt eine Co-Rezeptor Assoziation zwischen CD81 und Claudin 1 (CLDN1), wobei
weitere Wirtszellfaktoren wie Proteinkinase A, EGFR und EphA2 beteiligt sind (Harris et
al., 2010). Die Endozytose der Lipoviropartikel erfolgt Clathrin-abhéngig (Blanchard et
al., 2006; Coller et al., 2009). Anschlielend formiert sich ein frihes Endosom, in
welchem im sauren Milieu die virale Hille mit der Wirtszellmembran fusioniert und das

Viruskapsid ins Zytosol freigesetzt wird (Haid et al., 2009; Zeisel et al., 2013).

1.1.5.2 IRES-abhéngige Initiation der Translation

Im Gegensatz zur Translation der Wirtzellproteine ist die Translation des HCV
Polyproteins nicht Cap-abhangig. Sie wird durch die interne ribosomale Eintrittsstelle
(engl. internal ribosome entry site, IRES) initiiert, die aus den Stem loops SL Il bis IV und

einigen Nukleotiden der codierenden Sequenz besteht (Brown et al., 1992). Das Zentrum
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der IRES besteht aus einer doppelten Pseudoknotenstruktur, geformt von den Abzwei-
gungen am SL IlIf (Niepmann et al., 2018). Die Bindung der IRES an die 40S Untereinheit
des Ribosoms fiihrt dazu, dass sich diese ohne die Unterstitzung weiterer Faktoren an
das Startcodon anlagert (Pestova et al.,, 1998). Anschlielfend wird der 48S-
Prainitiationskomplex durch die eukaryotischen Initiationsfaktoren (elF) 2, 3 und 5
gebildet. elF3 bindet an den apikalen Teil von SLIII, wahrend elF2 zusammen mit der
Initiator-tRNA und GTP den tertidren Komplex elF2-GTP-Met-tRNAiM* bildet (Pestova et
al., 1998; Sizova et al., 1998). Durch elF5 wird zum einen die Bindung an das Startcodon
unterstitzt, zum anderen wird durch GTP-Hydrolyse die 60S Untereinheit rekrutiert und
es bildet sich das 80S Ribosom (Locker et al., 2007).

Der eukaryotische Initiationsfaktor elF2 tragt mafigeblich zur Regulation der Translation
in der Zelle bei. Durch Zellstress oder die Aktivierung der angeborenen antiviralen
Immunantwort kommt es zur Phosphorylierung der a-Untereinheit, wodurch seine
Aktivitat supprimiert wird. Trotzdem repliziert sich das Hepatitis-C-Virus effektiv in Zellen,
indem es alternative Faktoren, namentlich elF5B, elF2D und elF2A, fir die Translations-
initierung nutzt (Dmitriev et al., 2010; Kim et al., 2011; Niepmann und Gerresheim, 2020;
Terenin et al., 2008).

1.1.5.3 Translation und Prozessierung des Polyproteins

Nach der Initiation der Translation durch die IRES wird das virale Polyprotein vollstandig
translatiert und anschlieflend prozessiert. Zusatzlich zu den elFs tragen viele soge-
nannte ITAFs (IRES trans-agierende Faktoren), die am zellularen RNA-Metabolismus
der Zelle beteiligt sind, zur viralen Translation bei (Niepmann und Gerresheim, 2020).
Zudem wird die HCV Translation durch RNA-cis-Elemente in der 3‘-UTR in cis stimuliert
(Ito et al., 1998). Dieser Mechanismus kdnnte sicherstellen, dass nur vollstéandig intakte,
undegradierte RNA translatiert und repliziert wird (Niepmann, 2013). Dariber hinaus

beeinflusst die mMiRNA-122 die Translation des Polyproteins positiv (Henke et al., 2008).

Nach der vollstandigen Translation am Endoplasmatischen Retikulum wird das
Polyprotein durch virale (NS2, NS3-4A) und zellulare (ER-Signalpeptidase, Signalpep-
tidpeptidase) Proteasen gespalten. Die resultierenden Proteine bleiben bis auf die virale
Protease NS3 in der Membran des ER lokalisiert (Moradpour und Penin, 2013).

Durch verschiedene Mechanismen kommt es anschlieRend zur Umschaltung von Trans-
lation auf Replikation. Es wird vermutet, dass das 3‘-Ende mit dem 5'-Ende des viralen
Genoms interagiert und dass durch verschiedene RNA-bindende Proteine und RNA-
Sekundarstrukturen die Umstellung von Translation auf Replikation ermdglicht wird
(Niepmann et al., 2018).
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1.1.5.4 Replikation des viralen Genoms

Der Replikationszyklus des Hepatitis-C-Virus findet an Membranoberflachen statt, an
denen sich der Replikationskomplex aus den membrangebundenen viralen Proteinen
bildet (Tabata et al., 2020). Daflr induziert das Virus Membranalterationen in infizierten
Hepatozyten, die in der Bildung von Vesikeln mit einer einschichtigen Membran resultie-
ren. Die Entstehung dieses membrandsen Netzes ("membranous web") wird mafRgeblich
durch die Expression von NS4B und NS5A induziert (Egger et al., 2002; Romero-Brey
et al.,, 2012). Hingegen induziert das Virus in Hepatomazellen, die das schnell-
replizierende HCV Isolat JFH-1 beinhalten, vor allem Doppelmembranvesikel (DMV), die
sich im Zytoplasma in der Nahe von Lipidtropfen befinden (Ferraris et al., 2010). DMVs
entstehen aus der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER), die sich,
wahrscheinlich durch den Einfluss der viralen Proteine, eng um die Lipidtropfen im
Zytoplasma legt (Tabata et al., 2020). Grofitenteils sind die Vesikel mit dem ER verbun-
den (Romero-Brey et al., 2012). So ist nur eine kurze Transportstrecke der viralen RNA
bis ins Lumen des ER ndétig, wo schlussendlich die Knospung der Viruspartikel
stattfindet.

Die Replikation wird durch verschiedene RNA-Strukturen, sowohl im Plusstrang als auch
im Minusstrang des viralen Genoms, beeinflusst. Auch langstreckige RNA-RNA-
Interaktionen (engl. long-range RNA-RNA interactions, LRIs) zwischen der 3'- und der

5-UTR des Plusstrangs wurden beobachtet (Niepmann et al., 2018).

Ungefahr 12 - 24 h nach der Infektion der Zelle beginnt die erhdhte Replikation des
viralen Genoms. Dabei wird die virale RNA-abhangige RNA Polymerase NS5B als
Schlisselenzym angesehen. NS5B ist C-terminal in der Membran verankert (Sesmero
und Thorpe, 2015). Vermutlich startet die katalytische Domane von NS5B die Synthese
der RNA de novo direkt am 3'-Ende des viralen Genoms (Behrens et al., 1996). Es
werden hohe Konzentrationen von GTP bendétigt, das an die allosterische Domane
bindet, um strukturell die Initiation zu unterstitzen (Lohmann et al., 1997). NS5B kann
an zahlreiche RNA Sequenzen binden und besitzt somit keine Spezifitat fir die viralen
Genomenden (Lohmann et al., 1997). Erst durch die Interaktion mit weiteren viralen
Faktoren wie der NS3-Helikase und NS5A wird die Template-Spezifitat gewahrleistet
(Binder et al., 2007).

Die Synthese des Minusstrangs endet nach Erreichen des Plusstrang-5"-Endes. Dieser
neue Minusstrang wird nun als Vorlage fur die Produktion von Nachkommen-
Plusstrangen verwendet. Das 3‘-Ende des viralen Plusstrangs ist durch einen endstan-
digen SL verborgen und erschwert somit die de novo Initiation. Im Vergleich dazu besitzt

das 3‘-Ende des Minusstrangs eine Haarnadelstruktur mit Uberhang, was die Initiation
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der Replikation erleichtert. Dies fiihrt wahrscheinlich zu einer Regulation des Replika-
tionsprozesses, die die Synthese des Plusstrangs deutlich effizienter ablaufen Iasst und
zu einer 10-fach héheren Menge an produzierten Plusstrang-Genomen im Vergleich zu
Minusstrangen fuhrt (Tabata et al., 2020).

1.1.5.5 Zusammenbau und Freisetzung der Viruspartikel

Fir den Zusammenbau und die Freisetzung von infektiésen Partikeln nutzt das HCV den
sekretorischen Weg der wirtseigenen Low Density Lipoproteine (LDL). Infizierte Zell-
linien und primare Hepatozyten zeigen einen veranderten Lipidmetabolismus, eine
erhohte Triglyceridspeicherung sowie eine erhdhte Sekretion von VLDLs (Shimotohno,
2021). Fur den Viruszusammenbau werden zytosolische Lipidtropfchen (engl. lipid
droplets, LDs) und verschiedene zellulare Faktoren, beispielsweise die Diacylglycerol-
Acyltransferase-1 (DGAT1) und die zytosolische Phospholipase A2 Gruppe IVA
(PLA2G4A), bendtigt (Herker et al., 2010; Menzel et al., 2012). Das Core Protein, das
das virale Kapsid formt, ist sowohl mit der ER Membran als auch mit der Oberflache von
zytoplasmatischen LDs assoziiert (Moradpour et al., 1996). Auch NS5A interagiert mit
dem Core Protein und ist gleichzeitig mit LDs assoziiert. AulRerdem steht NS5A mit der
ER-Membran in Verbindung. Es wird angenommen, dass NS5A dazu beitragt, dass sich
das membrandse Netz um die Lipidtropfchen anordnet, die mit dem Core Protein
beladen sind (Shi et al., 2002). Aulzerdem ist es fur die Umschaltung von der Replikation
zum Zusammenbau der Viruspartikel (engl. assembly) von Bedeutung (Bartenschlager
et al., 2011). NS2 bildet zusammen mit anderen viralen Proteinen ein Gerust, das die
Struktur- und die Nichtstrukturproteine wahrend des Viruszusammenbaus verbindet
(Popescu et al.,, 2011). An dem sich anschlieBenden Prozess der Knospung in das
Lumen des Endoplasmatischen Retikulums sind zahlreiche Faktoren beteiligt, die auch
Bestandteile der VLDL-Synthese sind. In den Vesikeln konnten beispielsweise apoB,
apoE und das mikrosomale Triglyceridtransferprotein (MTP) nachgewiesen werden
(Huang et al., 2007). Im Lumen des ER assoziiert das Virus mit Apolipoproteinen und
wird anschlieRend mit COPII Vesikeln zum Golgi-Apparat transportiert und von dort aus

uber den Golgi-Sekretionsweg aus der Zelle geschleust (Syed et al., 2017).
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Abbildung 2: Der HCV Replikationszyklus (Herker und Ott, 2011).

Uber Rezeptor-vermittelte Endozytose gelangen die Lipoviropartikel in die Leberzelle (1). Nach Fusion der
viralen mit der zellularen Membran wird die virale RNA ins Zytoplasma freigesetzt (2). Am ER wird die virale
RNA translatiert, das virale Polyprotein entsteht und wird in die viralen Struktur- und Nicht-Strukturproteine
gespalten (3). Im membrandsen Netz wird der Replikationskomplex gebildet, wo die virale RNA-abhangige
RNA-Polymerase NS5B Uber einen intermediaren Minusstrang das Positivstrang RNA-Genom repliziert (4).
Das virale Genom wird in Abhangigkeit von zellularen Lipidtropfen in einer Virushille verpackt (5). Die
hergestellten Lipoviropartikel reifen im ER und werden lber den Golgi-Apparat aus der Zelle geschleust

(6 + 7). Grafik bearbeitet aus Herker und Ott, 2011 mit freundlicher Genehmigung der Autor*innen.

1.1.6 HCV und die angeborene Immunantwort

Die Immunantwort des Menschen lasst sich grob in die angeborene und die erworbene
Immunitat einteilen. Die angeborene Immunitat stellt die erste Linie der Verteidigung dar
und besteht aus physikalischen, chemischen, zellularen sowie humoralen Abwehr-
mechanismen gegen Krankheitserreger. Diese sind ab der Geburt vorhanden und
kénnen somit sofort nach einer Infektion auf ein Pathogen reagieren. Die erworbene
Immunitat hingegen beruht auf antigenspezifischen Zellen, die erst nach einer Aktivie-
rung auf ein Antigen reagieren und somit spater, aber auch spezialisierter als die
angeborene Immunitat, zur Immunreaktion beitragen. Im Folgenden soll besonders auf

die angeborene Immunabwehr eingegangen werden.

Die HCV-Infektion einer Zelle wird Uber verschiedene Mustererkennungs-Rezeptoren

(engl. pattern recognition receptors, PRRs) anhand von Pathogen-assoziierten
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molekularen Mustern (PAMPs) erkannt. Beispielsweise detektiert im Cytosol der
kanonische Sensor RIG-I (engl. retinoic acid-inducible gene I) das Virus, indem dieser
an das virale RNA-Genom bindet. Auflerdem koénnen die nicht-kanonische
Proteinkinase R (PKR) die 5-UTR oder die DEAD-box Helikase 3 (DDX3X) die 3‘-UTR
erkennen (Arnaud et al., 2011, 2010; Péne et al., 2015; Saito et al., 2008). Weitere
Sensoren sind der Toll-like Rezeptor 3 (TLR3) und das Melanom
differenzierungsassoziierte Protein 5 (MDAS5) (Li et al., 2012; Xie et al., 2018a). Diese
veranlassen uber ihre jeweiligen Signalwege die Induktion der Transkriptionsfaktoren
NF-kB (Nuklearer Faktor kb), Aktivatorprotein 1 (AP-1) und IRF (Interferon
regulatorische Faktoren), die die Interferon-Synthese initiieren. In den meisten humanen
Zellen wird so die Synthese der Typ | Interferone induziert, im Menschen bei einer HCV-
Infektion aus dieser Gruppe hauptsachlich IFN-a und INF-3 (Wong und Chen, 2016).
Daruber hinaus spielen auch Interferone Typ Il eine wichtige Rolle in der antiviralen

Immunreaktion (Metz et al., 2013).
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Abbildung 3: Antivirale Immunantwort gegen HCV in Hepatozyten (Gokhale et al., 2014).
Das Hepatitis-C-Virus wird anhand von PAMPs in den Zellen durch PRRs wie RIG-I, TLR3 und PKR,

erkannt. Uber die initiierten Signalwege werden Transkriptionsfaktoren wie IRF3, AP-1 und IRF3 aktiviert,

die die Synthese von Typ | und Ill Interferonen, proinflammatorischen Zytokinen und antiviralen Effektor-
proteinen veranlassen. Grafik bearbeitet aus Gokhale et al., 2014 mit freundlicher Genehmigung der

Autor*innen.
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1.1.6.1 Interferon Stimulated Genes

Interferone (IFN) fuhren durch Bindung an ihre Rezeptoren in den Zellen zur Expression
von zahlreichen antiviralen Genen. Durch Bindung an den IFN-a/B3-Rezeptor, der ubiqui-
tar exprimiert wird, aktivieren IFN Typ | den JAK/STAT Signalweg (engl. janus
kinase/signal transducers und activators of transcription). IFN Typ lll binden an ihren
eigenen Rezeptor, initiieren aber ebenfalls diesen Signalweg. Es kommt zur Phospho-
rylierung, Dimerisierung und Transport von STAT1 und STAT2 in den Zellkern.
Zusammen mit IRF9 bilden diese den IFN-stimulierten Gen Faktor 3 Komplex (ISGF3),
der die Transkription von vielen Interferon Stimulated Genes (ISGs) induziert (Ivashkiv
und Donlin, 2014; Schneider et al., 2014). Verschiedene ISGs reduzieren die HCV
Replikation durch Beeinflussung der verschiedenen Schritte im viralen Replikations-
zyklus. Diese Effekte werden zusatzlich durch die Induktion von weiteren ISGs verstarkt
(-positive loop*). Beispiele fir induzierte ISGs bei HCV-Infektion sind die Proteinkinase R
(PKR), die dsRNA-spezifische Adenosin-Desaminase 1 (ADAR1), das 2'-5' Oligoade-
nylat-Synthetase (OAS)/RNaselL-System und das Lipidtropfen-bindende Protein Viperin
(Han und Barton, 2002; Helbig et al., 2005; Pflugheber et al., 2002; Taylor et al., 2005).
Daruber hinaus gibt es ISGs, welche die antivirale Antwort hemmen, um der Zelle wieder
zur Homoostase zur verhelfen. Diese Faktoren werden teilweise wegen ihrer immun-

suppressiven Wirkung auch als provirale ISGs bezeichnet (Unfried und Fortes, 2020).

1.1.6.2 Immunevasion von HCV
Um sich effizient in Zellen replizieren zu kénnen, hemmt und umgeht das Hepatitis-C-

Virus Uber verschiedene Mechanismen die angeborene Immunabwehr der Zellen.

Die NS3/4A Protease spaltet diverse Wirtsproteine und beeintrachtigt somit antivirale
Signalwege (Gokhale et al., 2014). Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass NS3/4A
das zellulare Signalprotein MAVS (mitochondrial antiviral signaling protein) spaltet,
welches ein wichtiger Bestandteil des RIG-I-Signalwegs ist (X.-D. Li et al., 2005).
Auflerdem wird TRIF (Toll-IL-1 receptor domain-containing adaptor inducing IFN-beta),
ein Adapterprotein des TLR3-Signalwegs, durch NS3/A4 gespalten (K. Li et al., 2005).
So werden infizierte Zellen in ihrer Produktion von Typ | Interferonen beeintrachtigt.
Durch die Hochregulierung von SOCS3 und PP2A hemmt das HCV zudem indirekt den
JAK-STAT-Signalweg der IFN (Duong et al., 2004).

HCV kann aulierdem die frilhe Expression von ISGs in infizierten Zellen storen, indem
es die zellulare Translation Uber eine Aktivierung der Proteinkinase R (PKR)
beeintrachtigt. PKR phosphoryliert den elF2a, der in unphosphoryliertem Zustand
essenziell ist fur die Translation von 5-Cap-mRNA (Garaigorta und Chisari, 2009). Wie

oben beschrieben, ist die HCV Translation durch die IRES unabhangig von einer 5-Cap
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(s. 1.1.5.2). So kdnnte HCV die Translation von zellularen ISGs hemmen, wahrend die
Synthese des viralen Polyproteins nicht beeinflusst wird. Es wurden jedoch auch gegen-
teilige Effekte mit einer Inhibition der HCV Replikation durch PKR beobachtet. Die pro-
oder antivirale Funktion von PKR hangt wahrscheinlich vom Zeitpunkt ihrer Aktivierung
in der HCV-Infektion ab (Thimme et al., 2012).

Neben seinem Einfluss auf die ISG-Expression kénnte auch die Anordnung des
membrandsen Netzes wahrend der HCV Replikation dazu beitragen, dass virale PAMPs
von zytosolischen PRRs schlechter erkannt werden (Gokhale et al., 2014). Darlber
hinaus fuhrt HCV zu einer erhdhten Teilung von Mitochondrien und gesteigerter Mito-
phagie, was wiederum die Immunantwort supprimiert (Castanier et al., 2010; Kim et al.,
2014). Zudem triggert die HCV Replikation die ,unfolded protein response“ (UPR), eine
regulatorische Funktion in Zellen, die bei hohem ER-Stress zur Autophagie fuhrt (Sir und
James Ou, 2010). Dies ist normalerweise eine Strategie des Organismus in der Abwehr
von mikrobiellen Infektionen, es wurde jedoch gezeigt, dass die UPR vom Hepatitis-C-
Virus in der Frihphase des Replikationszyklus ausgenutzt werden kann (Dreux et al.,
2009). Es konnte auf3erdem gezeigt werden, dass HCV sich (iber Exosomen verbreiten
und naive Huh-7.5 Zellen infizieren kann und so teilweise die Bindung neutralisierender
Antikérper und somit auch einen Mechanismus des erworbenen Immunsystems umgeht
(Ramakrishnaiah et al., 2013).

Zusammengefasst umgeht HCV Uber verschiedenste Mechanismen das Immunsystem.
Seit einigen Jahren erweckt die Interaktion mit zellularen nicht-kodierenden RNAs immer
mehr wissenschaftliches Interesse, weswegen darauf im Folgenden gesondert einge-

gangen werden soll.

1.1.7 Interaktion mit Wirtsfaktoren

Viren fehlt die Fahigkeit sich selbstandig zu replizieren. Das Hepatitis-C-Virus verwendet
deswegen fir seinen Replikationszyklus bestehende wirtseigene Stoffwechselprozesse.
In jedem Schritt, von der Aufnahme der Virionen bis zur Freisetzung neuer infektidser
Partikel, interagiert das Virus mit zahlreichen zellularen Proteinen. Zusatzlich kann das

Virus mit nicht-kodierenden RNAs (engl. non-coding RNA, ncRNA) interagieren.

In der ausfihrlichen und 2023 umfassend Uuberarbeiteten Datenbank ,CHESS*
(Comprehensive Human Expressed SequenceS), die auf RNA Sequencing Experi-
menten basiert, werden 19.838 protein-kodierende Gene und insgesamt 141.100
Transkripte gelistet. Von diesen Transkripten sind 99.201 als mRNA Spleifvarianten
gekennzeichnet, wahrend die restlichen Transkripte nicht-kodierende RNAs sind
(Varabyou et al., 2023). Nicht-kodierende RNAs kénnen grob in strukturelle (z. B. rRNAs,
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snRNAs, snoRNAs) und regulatorische (z. B. miRNAs, IncRNAs, circRNAs) RNAs ein-
geteilt werden (Cipriano und Ballarino, 2018).

Tabelle 1: Auswahl an nicht-kodierenden RNAs und ihre Funktionen (Nordheim et al., 2018).
ncRNA Funktion

Kleine nukledare RNA (snRNA) Splicing
Kleine nukleoldre RNA (snoRNA) Modifikation von RNAs

Antisense-RNA (aRNA) Genregulation, RNA-Abbau oder Stabilisierung
Kleine interferierende RNA RNA-Interferenz

(siRNA)

PIWI interagierende RNA Transposonabwehr, epigenetische Effekte
(PiRNA)

Lange nicht-kodierende RNA Verschiedene regulatorische Funktionen
(IncRNA)

microRNA (miRNA) Posttranskriptionale Genregulation, Silencing
Zirkuldre RNA (circRNA) Verschiedene regulatorische Funktionen

Die Interaktion von HCV mit microRNAs und long non-coding RNAs soll im Folgenden

genauer thematisiert werden.

1.1.7.1 microRNAs

Posttranskriptionell regulieren microRNAs (miRNAs) die Aktivitat von ca. 30 % aller
Protein-kodierenden eukaryotischen Gene (Filipowicz et al., 2008). Sie werden im
Zellkern aus primaren Vorganger-RNAs hergestellt und anschlieRend im Zytoplasma zu
ca. 22 bp miRNA-Duplex mit einem 3‘-Uberhang prozessiert (Zhang et al., 2004). Als
solche werden sie in einem Protein-Komplex gebunden, der ein Argonaut (Ago) Protein
mit Endonukleaseaktivitat enthalt. Um mit RNA interferieren zu kénnen, wird der miRNA-
Duplex vom thermodynamisch instabileren Ende aus entwunden. Dabei verbleibt der
Strang, dessen 5-Ende am instabileren Ende des Duplex lokalisiert ist (der "Guide
Strand"), im Proteinkomplex, wahrend der Gegenstrang (der ,Passenger Strand®)
degradiert wird (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003).

Abhangig davon, wie ausgepragt die Basenpaarung zwischen dem miRNA-Protein
(miRNP) Komplex und der Ziel-mRNA ist, unterscheidet sich der Effekt der Bindung. Bei
vollstandiger Komplementaritat der miRNA Sequenz mit der mMRNA (meist in der 3*-UTR)
wird die mRNA von Ago2 gegenuber der miRNA degradiert (Filipowicz et al., 2008).
Sofern die miRNA hingegen unvollstandig an die Ziel-mRNA bindet, resultiert durch die
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Wechselwirkung zwischen miRNP-Komplex und mRNA eine Translationsrepression
(Doench et al., 2003).

Zahlreiche miRNAs interagieren mit dem Hepatitis-C-Virus, entweder direkt durch
Bindung der viralen RNA oder indirekt durch die Interaktion mit zellularen RNAs, bei-
spielsweise solche, die an der Immunreaktion beteiligt sind (Zhu et al., 2018). Durch eine
HCV-Infektion werden beispielsweise die miRNA-155, miRNA-130a und miRNA-21
hochreguliert, welche die Immunantwort in der Zelle auf verschiedenen Signalwegen
zugunsten des Virus beeinflussen (Bhanja Chowdhury et al., 2012; Jiang et al., 2014;
Marquez et al., 2010). Besonders im Fokus steht seit ihrer Entdeckung die miRNA-122,

deren Interaktion mit HCV im Folgenden genauer behandelt werden soll.

1.1.7.2 HCV und miRNA-122

Aufgrund seines RNA Plusstrang-Genoms ist das Hepatitis-C-Virus dafiir pradestiniert,
mit zelluldaren miRNAs durch direkte Bindung an seine Sequenz zu interagieren. Die
miRNA-122 ist bevorzugt in Hepatozyten oder in der Hepatoma Zelllinie Huh-7 zu finden,
wo sie 70 % der gesamten miRNAs ausmacht (Jopling, 2012). In der nicht-codierenden
Region des HCV Genoms befinden sich je nach HCV lIsolat mindestens finf
Bindungsstellen fur die Kernsequenz von miRNA-122. Die Bindung der miRNA-122 an
die hochkonservierten Sequenzen zwischen SLI und SLIl in der 5-UTR des HCV
Genoms fuhrt zu einer positiven Regulation der Replikation, Translation und Stabilitat
der HCV-RNA (Henke et al., 2008; Jopling et al., 2005; Shimakami et al., 2012). Die
Rolle der miRNA-122 Bindungsstelle in der 3'-UTR ist bisher nicht vollstandig geklart,
sie scheint jedoch weniger Einfluss auf die Translation und Replikation von HCV zu
haben als die Bindung an die 5-UTR (Niepmann, 2009). Es wird vermutet, dass durch
die Bindung an das HCV Genom die miRNA-122 zu einem gewissen Teil sequestriert
wird und flr ihre regulatorischen Funktionen in der Zelle, u. a. im Cholesterolstoffwechsel
und als Tumorsuppressor, vermindert zur Verflgung steht (Bai et al., 2009; Esau et al.,
2006).

Im Hepatozellularen Karzinom, einer Komplikation des HCV, sind die Konzentrationen
von miRNA-122 im Vergleich zu gesunden Hepatozyten verringert und eine niedrige
miRNA-122 Expression ist mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Coulouarn et al.,
2009; Kutay et al., 2006). Die Uberexpression von miRNA-122 reduziert die karzi-
nogenen Eigenschaften in HCC Zelllinien und erhéht die Empfanglichkeit fur Chemothe-
rapeutika (Bai et al., 2009). Dies konnte einen direkten Zusammenhang zwischen der
HCV-Infektion und der Tumorgenese darstellen. Trotzdem ist allein die Interaktion von
HCV mit miRNA-122 und die assoziierte Verringerung der miRNA-122 Expression nicht

der entscheidende Faktor in der Entwicklung eines Karzinoms, die Uber einen Zeitraum
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von Jahren stattfindet und zahlreiche weitere Faktoren voraussetzt. Es kann nur
spekuliert werden, ob die leichte Reduktion der miRNA-122 Konzentration in Hepato-

zyten zu einer karzinogenen Kaskade in den Zellen fuhrt (Niepmann, 2009).

1.1.7.3 Lange nicht-kodierende RNAs

Lange nicht-kodierende RNAs (engl. long non-coding RNAs, IncRNAs) sind mit einer
Lange von > 200 Nukleotiden langer als die zuvor beschriebenen miRNAs und machen
einen betrachtlichen Anteil des nicht kodierenden Transkriptoms aus, wobei sich die
Anzahl der gelisteten INcRNAs je nach Datenbank stark unterscheidet. In der Datenbank
CHESS 3 werden beispielsweise 17.623 IncRNA Gene gelistet, die 34.708 Transkripte
umfassen (Varabyou et al., 2023). Hingegen werden in den Datenbanken NONCODE V6
(173.112 Transkripte) und LNCipedia (127.802 Transkripte) eine deutlich h6here Anzahl
an humanen IncRNAs inkludiert (Volders et al., 2019; L. Zhao et al., 2021). Diese
Abweichungen sind u. a. durch einen gro3en Anteil computergestitzter Vorhersagen
begriindet, bei denen unsicher ist, ob sie mit der Anzahl tatsachlich funktioneller Gene

Ubereinstimmt (Varabyou et al., 2023).

Wie die proteinkodierenden mRNAs werden IncRNAs von der RNA Polymerase |l
transkribiert und sind haufig mit einer 5-Cap versehen sowie gesplei3t und poly-
adenyliert (Mattick et al., 2023; Quinn und Chang, 2016). Sie sind im Nukleus ange-
reichert und insgesamt niedriger und gewebsspezifischer exprimiert als mRNAs (Ayupe
etal., 2015; Statello et al., 2021). Zudem verflgen sie Uber konservierte Exon-Strukturen
und Spleil3stellen, wobei sie insgesamt weniger effizient als mMRNA gespleif3t werden
(Mattick et al., 2023; Statello et al., 2021).

IncRNAs regulieren Uber verschiedene direkte und indirekte Interaktionen die Ablaufe in
der Zelle. Beispielsweise kdnnen nukleare INcRNAs Uber sequenzspezifische Bindung
mit der doppelstrangigen DNA interagieren und so die Transkription von Genen positiv
oder negativ beeinflussen (Kalwa et al., 2016; Mondal et al., 2015; Postepska-Igielska
et al.,, 2015). Auch Uber Histonmodifikationen regulieren sie die Genexpression. Die
negative Ladung der IncRNA kann beispielsweise die positiv geladenen Histone
neutralisieren, was zur Auflockerung der Chromatinstruktur fuhrt (Mattick et al., 2023;
Statello et al., 2021). Durch die Interaktion mit weiteren Chromatinmodifikatoren kénnen
INcRNAs durch deren Rekrutierung oder durch Abschirmung von DNA-Promotoren zur
Aktivierung oder Herabregulierung der Gentranskription fihren (Statello et al., 2021).
Weiterhin modulieren IncRNAs Uber verschiedene Mechanismen die Transkription, u. a.
als enhancer-associated INCRNAS (elncRNAs), sowie das Splei3en der Transkripte und
interagieren mit der Polymerase Il (Kulkarni et al., 2023; Statello et al., 2021). Die relative

Position zwischen der IncRNA und der Nachbargene spielt dabei eine entscheidende
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Rolle fur die regulatorische Funktion (Statello et al., 2021). Im Zytoplasma kdnnen
IncRNAs mit Proteinen interagieren und die mRNA Expression beeinflussen, indem sie
auf die Stabilitdt und die Translation der mRNAs oder die Interaktion mit microRNAs
einwirken (Mattick et al., 2023; Morlando et al., 2015). Daruber hinaus haben sie Einfluss
auf die Funktion von Zellorganellen, wie z. B. die Exosomen und die Mitochondrien
(Statello et al., 2021).

Die vielfaltigen Interaktionen, die IncRNAs mit dem Zellmetabolismus zeigen, wirken sich
auf verschiedene Bereiche im Organismus aus. Sie beeinflussen sowohl die Zelldif-
ferenzierung, das Wachstum und die Reaktion auf Zellstress als auch physiologische
und pathologische Mechanismen des Nerven-, Muskel-, kardiovaskularen, hamato-
poetischen und Immunsystems (Statello et al., 2021). Auch in der Krebsentstehung und
-progression spielen IncRNAs eine Rolle und werden zunehmend als therapeutischer
Angriffspunkt erforscht (Mattick et al., 2023; Statello et al., 2021).
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Abbildung 4: Zusammenfassung der IncRNA Funktionen (Morlando et al., 2015).

Die im Zellkern lokalisierten INcRNAs regulieren die Transkription als Verstarker-RNAs (engl. enhancer
RNA, eRNA; A), indem sie Chromatin-modifizierende Komplexe rekrutieren (B) oder die Aktivitdt von Trans-
kriptionsfaktoren beeinflussen (C). Sie konnen auflerdem auf die raumliche Konformation von
Chromosomen (D) oder das Spleifen der pre-mRNA einwirken (E). Im Zytoplasma modulieren sie die
Expression von mRNA Uber die Stabilitat (F), die Translation (G) oder die Interaktion mit microRNAs (H).
Einige IncRNAs enthalten kleine offene Leserahmen (ORF), die zu biologisch aktiven Peptiden translatiert

werden (I). Grafik entnommen aus Morlando et al., 2015 mit freundlicher Genehmigung der Autor*innen.
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1.1.7.4 Antivirale und provirale IncRNAs

Die Expression von IncRNAs in der Zelle kann sowohl direkt durch eine virale Infektion
als auch durch die Immunantwort verandert werden. Dabei nhehmen IncRNAs sowohl
provirale als auch antivirale Rollen im Zellmetabolismus ein und beeinflussen die zellu-

lare Immunantwort, den Replikationszyklus oder die Immunevasion von HCV.

Ein Beispiel fur eine antivirale IncRNA ist GAS5 (growth arrest-specific 5), die durch
Bindung des viralen Proteins NS3 und der miRNA-122 die Replikation des Virus inhibiert
(Qian et al., 2016). ITPRIP-1 stimuliert die angeborene Immunantwort, indem es die
Oligomerisierung und Aktivierung von MDAS steigert (Xie et al., 2018b). Die Expression
zahlreicher ISGs wird durch die IncRNA LUARIS hochreguliert und so die antivirale
Immunantwort positiv beeinflusst (Nishitsuji et al., 2016). Die IncRNA BISPR (BST2
interferon stimulated positive regulator) wird durch IFN stimuliert und induziert das I1ISG

BST2, was zu verringerter HCV-Virionenfreisetzung fuhrt (Barriocanal et al., 2015).

Auf der anderen Seite wurden in den letzten Jahren einige IncRNAs identifiziert, die
proviral wirken. NRIR (negative regulator of interferon response) supprimiert die Trans-
kription diverser ISGs wie IFITM1, IFIT3, CXCL10 und ISG15 und tragt somit zur
Inhibierung der Immunantwort bei (Kambara et al., 2014). Auch die IncRNA NRAV
(negative regulator of antiviral response IncCRNA), die durch das Influenza A Virus
induziert wird, sowie EGOT (eosinophil granule ontogeny transcript) wirken durch die
Hemmung von ISGs proviral (Carnero et al., 2016; Ouyang et al., 2014). Die durch HCV
induzierte INcRNA Lethe erhéht die HCV Replikation, indem sie durch Bindung an NF-kB
die Transkription der antiviralen Faktoren 2',5-Oligoadenylate Synthetase (OAS),
Interferon-Regulatorischem Faktor 1 (IRF1) und der Proteinkinase R (PKR) unterbindet
(Xiong et al., 2015b). Durch Promotoraktivierung und Histonmodifikation von
IFNa-inducible protein 6 (IFI6) inhibiert die IncRNA-IFI6 die antivirale angeborene
Immunantwort im HCV-infizierten Zellmodell (Liu et al., 2019). Zwei weitere INCRNAs,
Inc-IGF2-AS und Inc-7SK, férdern die Bildung des membrandsen Netzes in der Zelle,
was die virale Replikation steigert (Xiong et al., 2015a). Die Detektion von HCV und die
Synthese von IFN Uber den RIG-I-Signalweg wird durch IncATV gehemmt (Fan et al.,
2019).
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1.2 Die Inc-ITM2C-1 - GPR55 - ISG Regulationsachse in der HCV-

Infektion

1.2.1.1 Lnc-ITM2C-1

Hu et al. untersuchten 2019 die Expression verschiedener IncRNAs sechs Tage nach
HCV Transfektion in Huh-7.5 Zellen. Dabei zeigte sich u. a. eine Hochregulierung von
Inc-ITM2C-1. Das Gen fir diese IncRNA befindet sich auf Chromosom 2 in direkter
Nachbarschaft zu den Genen des Integral Membrane Protein 2C (ITM2C) und G-protein
coupled receptor 55 (GPR55). Die IncRNA selbst fand bis dato in der Literatur keine

Erwahnung.

Chromosom 2 o
[230712842 > 1230996032 p>

CAP39 IT™M2C GPR55
RNU6-268P INnc-ITM2C-1  wmp COX20P2
SPATA3-AS1

Abbildung 5: Genomische Lokalisation von Inc-ITM2C-1 und die Lagebeziehung mit den Genen, die flr
ITM2C (Integral Membrane Protein 2C) und GPR55 (G-protein coupled receptor 55) kodieren (Hu, 2019).

Graphik bearbeitet nach Hu, 2019 mit freundlicher Genehmigung der Autorin.

Inc-ITM2C-1 wurde u. a. durch Analysen der ORFs und Listung in LNCipedia als nicht
kodierende Sequenz eingestuft. Auflerdem wurde eine Akkumulation dieser INcRNA im
Nukleus beobachtet, wobei sich die Lokalisation durch HCV Transfektion nicht
beeinflussen lie} (Hu et al., 2019).

Die Beeinflussung der HCV-Translation durch Inc-ITM2C-1 wurde durch eine
Inc-ITM2C-1-Depletion der Huh-7.5 Zellen durch Gapmers weiter untersucht. Dies sind
einzelstrangige Antisense Nukleotide, die aus einem zentralen Block aus Desoxy-
nukleotid-Monomeren flankiert von zwei ,ocked nucleid acid“ (LNA) Bereichen
bestehen. Durch den zentralen DNA-Block wird eine RNase H vermittelte Degradation
der Ziel-RNA induziert und somit ein Knockdown von IncRNA oder mRNA erreicht (Chan
et al., 2006; Behlke, 2016). Es zeigte sich eine signifikante Reduzierung der viralen RNA
und viralen Proteine nach einer Suppression von Inc-ITM2C-1, was zu der Annahme
fihrte, dass diese IncRNA eine positive Regulation auf die HCV Replikation austibte.
Dabei zeichnete sich eine Korrelation zwischen der Menge an applizierten spezifischen
Inc-ITM2C-1-Gapmers und dem HCV Replikationslevel ab (Hu et al., 2019).

Weil vorherige Untersuchungen den regulatorischen Einfluss anderer IncRNAs auf deren
benachbarte Gene gezeigt hatten, wurde die Expression von ITM2C1 und GPR55 sechs
Tage nach HCV Transfektion ebenfalls untersucht. Wahrend Inc-ITM2C-1 wahrend der
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HCV-Replikation hochreguliert wurde, zeigte ITM2C1 keine signifikanten Veran-
derungen der mRNA Expression. Auch die Expression der GPR55 mRNA war sechs
Tage nach HCV Transfektion nicht verandert. Allerdings supprimierte der Knockdown
von Inc-ITM2C-1 die GPR55 mRNA Expression in Huh-7.5 Zellen 12, 24 und 48 Stunden
nach Behandlung mit HCV-RNA und Gapmers. Dies indizierte eine positive Regulation
von GPR55 durch Inc-ITM2C-1. Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass diese
Regulation zu frihen Zeitpunkten (12, 24, 48 h nach HCV Transfektion) stattfand,
wahrend nach sechs Tagen diesem Effekt durch andere Mechanismen entgegengewirkt
wird (Hu et al., 2019).

Verschiedene INcRNAs zeigten eine Beeinflussung der HCV Replikation, indem sie die
antivirale Interferon-Antwort der Zellen veranderten (s. 1.1.7.4). Um dies fur Inc-ITM2C-1
zu prufen, wurde die Expression von vier ISGs nach HCV Transfektion und Knockdown
der Inc-ITM2C-1 untersucht. Sowohl die alleinige Behandlung mit HCV-RNA als auch
die Suppression der Inc-ITM2C-1 induzierten eine Hochregulation der ISGs. Dies wies
auf eine indirekte negative Regulation der ISGs durch HCV und somit eine provirale
Rolle der IncRNA firr die HCV-Replikation hin. Diese Hochregulierung der ISGs durch
Suppression der IncRNA fand zeitlich friiher statt als die Suppression der HCV-RNA
Level, was nahelegt, dass der Anstieg der ISGs zu einer Suppression der HCV
Replikation fiihrt. Ahnliche Effekte wurden bei Infektion von Huh-7.5 Zellen mit infek-
tiosen HCV Partikeln beobachtet (Hu et al., 2019).

Zusammengefasst wird die Expression der Inc-ITM2C-1 durch HCV positiv reguliert, und
Inc-ITM2C-1 hat wiederum selbst einen positiven Einfluss auf die HCV Replikation,
indem es die antivirale Interferon-Antwort der Zellen reduziert. Inc-ITM2C-1 wurde nach
Veroffentlichung der Ergebnisse von Hu et. al umbenannt und ist seitdem unter dem
Namen ,GCSIR" (GPR55 cis regulatory suppressor of immune response RNA) gelistet
(Hu et al., 2019).

1.2.1.2 GPR55 und HCV

Wie bereits in 1.2.1.1 beschrieben, zeigten Hu et al. (2019) eine Suppression der GPR55
MRNA Expression durch Suppression der Inc-ITM2C-1. Da ebenfalls die Expression der
untersuchten ISGs negativ durch Inc-ITM2C-1 beeinflusst wurde, sollte die Korrelation
zwischen GPR55 und ISGs untersucht werden. GPR55 wurde durch spezifische
Gapmers fir 48 h supprimiert, was zu einer Zunahme der Expression verschiedener
ISGs fuhrte. Somit kdnnte GPR55 die Verbindung zwischen Inc-ITM2C-1 und den ISGs

darstellen, was in der folgenden Abbildung schematisch dargestellt ist:
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HCV Abbildung 6: Modell zur Veranschaulichung einer moglichen Kaskade,

S wie Inc-ITM2C-1 und GPR55 die Replikation von HCV durch die
@ negative Regulation von antiviralen ISGs férdern (Hu et al., 2019).

Inc-ITM2C-1 HCV induziert eine erhéhte Expression von Inc-ITM2C-1, was wiederum

l@ GPR55 hochreguliert. Durch bisher ungeklarte Signalwege werden

GPR55 daraufhin zelluldre ISGs supprimiert und somit eine provirale Umgebung

®1r fur das Virus geschaffen. Grafik bearbeitet nach Hu et al., 2019 mit

ISGs @ freundlicher Genehmigung der Autor*innen.

GPR55 wurde bisher in Bezug auf seine Rolle in der HCV-Infektion wenig untersucht.
Bislang ist unklar, Gber welchen Mechanismus die GPR55 mRNA auf die Expression der
ISGs in Huh-7.5-Zellen einwirkt. In verschiedenen anderen Bereichen der Wissenschaft
hat GPR55 jedoch in den vergangenen Jahren zunehmendes Interesse erregt. Im
Folgenden soll deswegen naher auf die bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse
beziglich der Aktivierung, der Signalwege und der Beteiligung an pathophysiologischen
Prozessen eingegangen werden sowie das Expressionsprofil der GPR55 mRNA im

Hinblick auf das Thema dieser Arbeit beleuchtet werden.

1.2.1.3 GPR55: Klassifizierung, Signalwege und (patho)physiologische Wirkung
Der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 55 (GPR55) wurde 2007 als dritter Cannabinoid-
rezeptor beschrieben, nachdem beobachtet wurde, dass einige endogene, pflanzliche
und synthetische Cannabinoide als Liganden durch Bindung einen GPR55-abhangigen
Signalweg initiieren (Lauckner et al., 2008; Ryberg et al., 2007). Da neben den
klassischen Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB; weitere Rezeptoren vermutet wurden,
die beobachtete CB1- und CBz-unabhangige Effekte cannabinoider Liganden vermitteln
(Ye et al., 2019), wurde GPR55 daraufhin in zahlreichen Rahmenbedingungen unter-
sucht. Aufgrund von widersprichlichen Studienergebnissen wird die Einordnung von
GPR55 als Cannabinoidrezeptor jedoch immer noch kontrovers diskutiert (Pertwee et
al., 2010; Petitet et al., 2006; Ross, 2009; Yang et al., 2016; Ye et al., 2019).

Pharmakologisch wird GPR55 der Klasse A der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(,Rhodopsin-ahnlich“) zugeordnet. Dabei wurde er lange in die Untergruppe der ,orphan
receptors® eingeteilt, was so viel wie ,verwaiste Rezeptoren“ bedeutet und darauf
hinweist, dass lange Zeit kein eindeutiger und spezifischer Ligand fur GPRS55 definiert
werden konnte (Alexander et al., 2017; Laschet et al., 2018). Das GPR55 Gen wurde
auf Chromosom 2q37 lokalisiert und wird vom Reverse-Strang abgelesen (Sawzdargo
et al., 1999). Strukturell hat GPR55 wenig Sequenzhomologie zu den Cannabinoid-
rezeptoren CB1 (13,5 %) und CB: (14,4 %) (Petitet et al., 2006; Ross, 2009). Hingegen
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wurden Ahnlichkeiten zu P2Y5 (29 %), GPR23 (30 %), GPR35 (27 %) und CCR4 (23 %)
festgestellt (Sawzdargo et al., 1999).

In Saugetieren wird GPR55 ubiquitar exprimiert, mit relativ hohem Expressionsprofil in
Zellen des Immunsystems (Chiurchiu et al., 2015; Masquelier et al., 2018; Schicho et al.,
2011; Wnorowski et al., 2021), Teilen des Gehirns (Sawzdargo et al., 1999), Geweben
des Energiestoffwechsels, wie weilkem Fettgewebe und B-Zellen des Pankreas (Amisten
et al., 2013; Henstridge et al., 2016; McKillop et al., 2013; Romero-Zerbo et al., 2011;
Simcocks et al., 2014), im Gastrointestinaltrakt (Galiazzo et al., 2018) sowie in zahlrei-
chen Krebszelllinien und malignen Tumoren (Falasca und Ferro, 2016; He et al., 2015;
Huang et al., 2011). In Leberzellen ist physiologisch dagegen keine erhdhte Expression
der GPR55 mRNA beschrieben.

Neben verschiedenen Cannabinoiden (Lauckner et al., 2008; Ryberg et al., 2007) bindet
der Rezeptor auch Peptide wie PACAP27 (Foster et al., 2019) und Lysoglycero-
phospholipide wie Lysophosphatidylinositol (LPI) (Henstridge et al., 2009; Oka et al.,
2008, 2007). LPI ist ein Membranbestandteil, das mittlerweile als bioaktives Lipid und
spezifischer endogener Agonist von GPR55 gilt (Alhouayek et al., 2018). Die stetige
Entwicklung neuer synthetischer Agonisten und Antagonisten wird in Zukunft eine ge-
nauere Untersuchung der Wirkungsweisen des Rezeptors und seine potenzielle Rolle
als therapeutisches Target ermdglichen (Jin et al., 2024). In unterschiedlichen Studien
zeigten Substanzen teilweise widersprichliches Verhalten am GPR55 Rezeptor mit vari-
ierenden Signalwegen (Pertwee et al., 2010; Ross, 2009). Bei den (Endo)Cannabinoiden
wurde in unterschiedlichen Studien sowohl agonistisches als auch antagonistisches
Verhalten der gleichen Substanz beobachtet. Diese Inkonsistenzen kénnten durch unter-
schiedliche Zelllinien, Methoden oder Durchfihrung begrindet sein. Gleichzeitig wird
jedoch zunehmend vermutet, dass der Signalweg eines Rezeptors sowohl liganden- als
auch systemabhangig variiert und eine Substanz somit in verschiedenen funktionellen
Endpunkten entweder als Agonist oder als Antagonist dienen kann. Somit ist die Ein-
stufung einer Substanz als Agonist oder Antagonist immer vom adressierten Endpunkt

im Studiendesign abhangig (Ross, 2009).

In der Vergangenheit wurden verschiedene Signalwege ausgehend von GPR55 be-
schrieben. Eine gewisse Einigkeit besteht in der Erkenntnis, dass GPR55 nach Akti-
vierung Gq, Gau12 oder Gy13 bindet, was als Konsequenz zu Calciumfreisetzung aus intra-
zellularen Speichern (Henstridge et al., 2009; Lauckner et al., 2008) und Aktivierung der
Extracellular-signal regulated kinase (ERK1/2) fuhrt (Oka et al., 2007). Weiterhin wurden
in verschiedenen in vitro Experimenten die Beteiligung von kleinen G-Proteinen wie

RhoA sowie der Phospholipase C (PLC) gezeigt (Henstridge et al., 2009; Ryberg et al.,
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2007), die letztlich zur Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren flhrten
(Alhouayek et al., 2018; Falasca und Ferro, 2016).

N\

Gene transcription

Abbildung 7: Signalwege von GPR55 und Lysophosphatidylinositol (LPI) (Alhouayek et al., 2018).

Grafik entnommen aus Alhouayek et al., 2018 mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.

Auch die direkte Interaktion von GPR55 mit anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren,
insbesondere mit den Cannabinoidrezeptoren CB+ und CB2, wurde untersucht. Dabei
zeigte sich, dass die Heteromerisierung von GPR55 und CB1 bzw. CB2 Rezeptoren auf
der Zelloberflache zur Beeinflussung der jeweiligen Signalwege fuihrt und durch Bindung
des spezifischen Liganden der jeweils andere Rezeptor ebenfalls moduliert wird
(Balenga et al., 2014; Kargl et al., 2012; Moreno et al., 2014).

Aufgrund seiner ubiquitaren Expression wurde GPR55 als Bestandteil unterschiedlicher

pathophysiologischer Prozesse untersucht.

GPR55 und seine Liganden werden mit der Pathophysiologie von Diabetes mellitus und
Adipositas assoziiert. Die GPR55 Expression im viszeralen Fettgewebe ist positiv mit
einem generell hdheren Korperfettanteil korreliert, bei Diabetikern ist die GPR55

Expression im Fettgewebe am héchsten. Auch LPI Spiegel im Serum sind mit Kérper-
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fettanteil und Kdrpergewicht positiv korreliert (Henstridge et al., 2016). Auch die Fett-
akkumulation in Hepatozyten kénnen durch eine GPR55 Aktivierung begriindet sein (Jin
et al.,, 2024) Eine Aktivierung des Rezeptors durch synthetische und endogene
Cannabinoide (u. a. 2-Arachidonoylglycerol, Anandamid und O-1602) sowie LPI fihrte
in den B-Zellen des Pankreas zu einem erhohten Calciumeinstrom und einer Stimulation
der Insulinsekretion (Amisten et al., 2013; Henstridge et al., 2016; Romero-Zerbo et al.,
2011). Auch in vivo zeigten sich durch GPR55-Aktivierung insulinotrope und Glucose-
senkende Effekte (McKillop et al., 2013). Durch den Einsatz des GPR55 Antagonisten
ML193 wurden eine verbesserte Insulinresistenz beobachtet, weswegen GPR55 als po-
tenzielles Target fur die Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 diskutiert wird (Jin et al.,
2024).

Obwohl GPR55 in Leberzellen geringer als in anderen Regionen des menschlichen
Organismus exprimiert wird (s. u.), wird seine Rolle zunehmend im Hinblick auf die
Leberzirrhose und zugrundeliegende Erkrankungen untersucht. Bei Patient*innen mit
einer nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH) zeigten sich erhéhte LPI Plasmawerte
und eine erhdhte GPR55 mRNA und Protein Expression im Vergleich zu Patient*innen
ohne Adipositas und Leberkrankung (Fondevila et al., 2021). Die GPR55 Aktivierung und
LPlinduzierten im Zellmodell eine Aktivierung von hepatischen Sternzellen (LX2-Zellen),
die fir die Synthese von Bindegewebe in der Leber verantwortlich sind und mafgeblich
zur Entwicklung einer Leberfibrose und -zirrhose beitragen (Fondevila et al., 2021; Shi
et al., 2024). Das zyklische Peptid P1-1 antagonisiert GPR55 und supprimiert so die
Kollagenproduktion von hepatischen Sternzellen und somit die Fibroseprogression.
Zudem zeigten sich durch die GPR55-Inhibition eine Reduktion von Sauerstoffradikalen,
ER-Stress und Apoptose der Hepatozyten (Shi et al., 2024).

Auch einige Tumorerkrankungen werden zunehmend mit GPR55 und seinem Liganden
LPI in Verbindung gebracht. Die Expression von GPR55 in menschlichen Tumoren
unterschiedlicher Genese korrelierte in Untersuchungen mit der Aggressivitat der
malignen Erkrankung (hohe Proliferationsrate, schlechtere Prognose, geringe Diffe-
renzierung) (Andradas et al., 2011). Uber eine Uberaktivierung von ERK férdern LPI und
GPR55 das Zellwachstum im Zellkultur- und im Mausmodell (Andradas et al., 2011). In
Mammakarzinom-Patientinnen war die GPR55 Expression positiv mit der Metas-
tasierungsrate von Triple-negativem Brustkrebs assoziiert, was u. a. zu verschlechterter
Prognose fuhrte (Andradas et al., 2016). GPR55 Expression ist auch in NSCLC (non
small cell lung cancer) Zelllinien positiv mit Proliferation, Migration und Invasion asso-
Ziiert. Die miR-675-5p reduziert durch Bindung an die 3‘-UTR der GPR55 mRNA diese
Effekte (He et al., 2015). In Prostata- und Ovarialzellkarzinomen wird GPR55 auf mRNA-
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und Protein-Ebene exprimiert und vermittelt nach Aktivierung durch LPI zellproliferative
Effekte Uber Calciumausschittung, Akt und ERK1/2. Dabei wurde eine autokrine
Schleife beobachtet, wobei durch die zytosolische Phospholipase A2 LPI synthetisiert
wird, welches durch den ATP-binding cassette transporter ABCC1/MRP1 in den Extra-
zellularraum gepumpt wird, um von dort aus GPR55 zu aktivieren (Pifieiro et al., 2011).
In Kolonkarzinomen herrscht eine hohe Expression von GPR55. Auch der Ligand LPI
war in Kolonkarzinomen erhéht nachweisbar (Kitamura et al., 2021). Die Proliferation
von Kolonkarzinom-Zelllinien wurde durch Aktivierung von Uberexprimiertem GPR55
gesteigert (Hasenoehrl et al., 2019). Hingegen korreliert in einer anderen Studie die
GPR55 Expression in Lymphknoten bei primar operierten Kolonkarzinom-Patient*innen
positiv. mit der Prognose, weswegen die Bildung einer GPR55/CEA Ratio als
prognostischer Faktor vorgeschlagen wurde. Die Autor*innen erklaren ihre Beobach-
tungen damit, dass GPR55 vermehrt in Immunzellen wie B- und T-Zellen exprimiert wird,
wahrend die Expression in Tumorzellen vergleichsweise gering ausfallt. Ein hoher Anteil
an Immunzellen neben einem geringen Anteil an metastasierten Tumorzellen im Lymph-
knoten fiihrt demnach zu einer hohen GPR55/CEA Ratio und einer besseren Prognose
(Ismail et al., 2022). Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Studien wurde im
cholangiozellularen Karzinom ein antiproliferativer und proapoptotischer Effekt nach

GPR55-Aktivierung durch cannabinoide Agonisten beobachtet (Huang et al., 2011).

Die Datenlage zur mdglichen Rolle von GPR55 im Immunsystem ist kontrovers. Es wird
sowohl uber Hoch- als auch Uber Herabregulation im Prozess der Immunaktivierung
berichtet (Wnorowski et al., 2021; Yang et al., 2016). Vor allem bei der Aktivierung von
Immunzellen wird eine Hochregulation von GPR55 beobachtet (Wnorowski et al., 2021)
und in Zellen des angeborenen Immunsystems wurde eine hohere Expression von
GPR55 detektiert als in Zellen des adaptiven Immunsystems (Chiurchiu et al., 2015). Die
Stimulation des Rezeptors fiihrte in einer Studie zu einer proinflammatorischen Antwort,
die durch den Antagonisten Cannabidiol gehemmt werden konnte (Chiurchiu et al.,
2015). Andererseits wurde in murinen Makrophagen-Zelllinien eine negative Korrelation
zwischen GPR55 Expression und Ausmal} der Immunaktivierung nach Stimulation mit
Lipopolysaccharid und LPI beobachtet, woraufhin LPI ein antiinflammatorisches Poten-
zial zugeschrieben wurde, was abhangig von der GPR55 Expression war (Masquelier et
al., 2018). Wie auch CB; ist GPR55 an der Modulation von Neuroinflammation durch
Beeinflussung der zentralen Mikroglia beteiligt (Pietr et al., 2009). LPI zeigte GPR55-
abhangig eine neuroprotektive Wirkung in Mikroglia (Kallendrusch et al., 2013).
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Im Bereich der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wurde die GPR55-Beteili-
gung an der Entwicklung von Entzindung von verschiedenen Arbeitsgruppen unter-
sucht. GPR55 zeigte eine hohere Expression in Darmbiopsien von M. Crohn
Patient*innen im Vergleich zu Colitis ulcerosa Patient*innen (Wtodarczyk et al., 2017).
Im Mausmodell wurde GPR55 eine proinflammatorische Rolle zugeordnet, nachdem die
Behandlung mit dem Antagonisten CID16020046 zu einer Reduktion von Kolitis in
Mausen und einer verringerten Makrophagen-Migration fuhrte. In GPR55 Knockout
Mausen zeigten sich aulterdem verringerte Entziindungs-Scores nach induzierter Kolitis
als in den WT-Tieren (Stanci¢ et al., 2015). In einer anderen Studie konnte hingegen
durch das synthetische Cannabinoid O-1602, das sich als GPR55-Agonist erwiesen
hatte, eine Reduktion von Kolitis und Neutrophilen-Recruitment erreicht werden. Dieser
Effekt zeigte sich jedoch sowohl in CB1/CB2 Knockout-Mausen als auch in GPR55
Knockout-Mausen, was auf die Beteiligung weiterer Cannabinoid-bindender Rezeptoren

im Gastrointestinaltrakt hinweist (Schicho et al., 2011).

Zwar ist GPR55, wie auch CBs, im zentralen Nervensystem exprimiert, jedoch zeigen
sich in GPR55 Knockout-Mausen keine Unterschiede bei physischen Charakteristika,
Kdrpergewicht, synaptischer Ubertragung, synaptischer Plastizitit, neuronaler Erregbar-
keit oder Konnektivitat im Vergleich zu Wildtyp Mausen (Wu et al., 2013). Einzig eine
beeintrachtigte Bewegungskoordination und ein Ataxie-ahnlicher Phanotyp bei an-
spruchsvollen motorischen Ubungen war in den GPR55 KO-Mausen festzustellen (Wu
et al., 2013). Darlber hinaus zeigte die Rezeptoraktivierung in Studien sowohl antinozi-
zeptive (Guerrero-Alba et al., 2019) als auch pronozizeptive Wirkung (Staton et al.,
2008).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl die vermittelten Signalwege als auch
die Rolle der verschiedenen Cannabinoid-Liganden, neben LPI als endogenem
Agonisten, noch nicht eindeutig identifiziert sind. Klar ist, dass der Rezeptor durch seine
ubiquitare Expression an zahlreichen verschiedenen (patho)physiologischen Prozessen
im Korper beteiligt ist. Die teils widersprichlichen Daten aus Studien zu
Krebserkrankungen, Immunaktivierung, Stoffwechselprozessen und neurologischen
Erkrankungen sind durch unterschiedliches Studiendesign und insbesondere
Ergebnisdifferenzen zwischen In-vivo- und In-vitro-Studien zu erklaren. Deswegen ist es
notwendig, weiterhin  Untersuchungen zur Beteiligung von GPR55 an
pathophysiologischen Prozessen voranzutreiben und dabei auch die Rolle in immun-
regulatorischen Prozessen, wie beispielsweise bei der Immunevasion des Hepatitis-C-

Virus, weiter zu erforschen.
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1.2.1.4 Expressionsprofil von GPR55

Die Aktivitat des G-protein-coupled receptor 55 wurde bisher wissenschaftlich vor allem
auf der Ebene des Proteins untersucht. In der Recherche zur mRNA-Expression, die in
dieser Arbeit aufgrund von RNA-RNA-Interaktionen untersucht werden sollte, fiel auf,
dass sowohl die GPR55 mRNA als auch das Protein in der verwendeten Zelllinie Huh-7
und generell in Lebergewebe relativ niedrig exprimiert war. Fur die Recherche wurde
u. a. der Human Protein Atlas verwendet, eine frei verfligbare Online-Ressource, in der
Daten aus Protein Profiing mithilfe von Immunhistochemie sowie quantitativer
Transkriptomanalyse Protein-codierender Gene mit RNA-Sequencing in menschlichen
Geweben zusammengefasst sind. Verschiedene Kategorien der Darstellung beinhalten
u. a. die mRNA- und Protein-Expression nach Gewebetyp, Zelltyp oder Zelllinie. Die
Expression wird dabei meist in NnTPM angegeben, was flr ,normalized transcript per
million“ steht. Diese Einheit wird verwendet, um nach RNA-Sequencing Vergleiche
zwischen der Expression von untersuchten mRNAs in unterschiedlichen Proben zu
ziehen. Die Summe aller TPM Werte ist in allen Proben gleich, somit reprasentiert ein
einzelner TPM Wert den relativen Anteil einer mMRNA Expression, welche in allen Proben
eines untersuchten Gewebes bzw. Zelltyps vergleichbar sein sollte (Y. Zhao et al., 2021).
Es fiel auf, dass GPR55 mRNA in den Datensatzen des Human Protein Atlas vermehrt
in Hodengewebe, Teilen des Gehirns und Organen des Immunsystems (Milz, Tonsillen,
Lymphknoten, Appendix) detektiert wurde (Uhlén et al., 2015). Die nachgewiesene
GPR55 mRNA Menge in Lebergewebe, insbesondere in Hepatozyten, fiel gering aus. In
spezifischen Analysen zur Expression in einzelnen Zelltypen zeigte sich u. a. die
vergleichsweise hohe Expression in Zellen des Immunsystems. In immortalisierten
Leberzelllinien wurde nur eine sehr geringe Expression von GPR55 mRNA detektiert
(Uhlén et al., 2015). Somit wurde ein erschwerter Nachweis der GPR55 mRNA in der
verwendeten Hepatoma-Zelllinie Huh-7 angenommen. Daraus wurde fur die Experi-
mente in dieser Arbeit die Notwendigkeit einer hohen Integritat der extrahierten RNA,
einer groltmadglichen Entfernung von kontaminierender DNA sowie einer spezifischen
MRNA-Detektion mittels individueller und mdéglichst spezifischer Primer in der RT-gPCR

abgeleitet.
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Abbildung 8: GPR55 mRNA Nachweis in menschlichen Geweben (Uhlén et al., 2015).

Daten aus dem Consensus Datenset der normalisierten Expressionslevel (nTPM) von 55 Gewebetypen,
das auf den kombinierten Daten aus den Datensets des Human Protein Atlas (HPA) RNA-seq und des
Genotype specific project (GTEx) basiert. nTPM = normalized transcript per million.

Grafik modifiziert mit freundlicher Genehmigung des Human Protein Atlas. Bildnachweis: Human Protein
Atlas Version 22.0, www.proteinatlas.org (Uhlén et al., 2015). Das Diagramm ist unter der folgenden URL
verflgbar: http://v22.proteinatlas.org/ENSG00000135898-GPR55/tissue#rna_expression, Download am
30.04.2023.

1.2.1.5 Interaktion zwischen Inc-ITM2C-1 und GPR55

Hu et al. (2019) beobachteten, dass Inc-ITM2C-1 im Rahmen einer HCV-Infektion in
Huh-7.5 Zellen hochreguliert wird und einen positiv regulatorischen Effekt auf die
Expression der GPR55 mRNA austibt, deren Gen benachbart zum Gen der IncRNA
lokalisiert ist. Wie genau diese Interaktion ablauft, ist aktuell noch unklar, aber es ergab
sich die Hypothese, dass Inc-ITM2C-1 durch eine direkte Interaktion die GPR55 mRNA
regulieren konnte. Erste in silico Analysen zeigten mogliche RNA-RNA-Hybridisierungen
(Grahn, 2022). Bei genauerer Recherche der Sequenzen fiel auf, dass verschiedene
Spleivarianten sowohl von Inc-ITM2C-1 als auch von der GPR55 mRNA in den

bioinformatischen Datenbanken gelistet sind (Grahn, 2022).

Spleilen bezeichnet einen Vorgang bei der RNA-Prozessierung. Nachdem die
sogenannte heterogene nukledare RNA (hnRNA) als primares Transkript entstanden ist,
wird diese posttranskriptionell weiter modifiziert. U. a. werden dabei die nicht kodie-
renden Introns durch einen RNA-Protein-Komplex, das Spleiflosom, entfernt und die
kodierenden Exons zusammengefiigt. Dabei kénnen durch alternatives Spleiflen aus
einer hnRNA verschiedene reife mRNA SpleiRvarianten entstehen. Bei 95 % der
menschlichen Gene findet alternatives Spleilien statt, die verschiedenen Spleil-
varianten sind oft gewebsspezifisch und tragen malfgeblich zur Komplexitat des Trans-

kriptoms und Proteoms bei (Wang et al., 2015).
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2 Ziel der Arbeit

Noch immer besteht weltweit eine hohe Pravalenz von HCV-Infektionen und trotz der
effektiven, aber teuren Behandlungsmdglichkeiten mit DAAs verursacht die chronische
Infektion bis heute zahlreiche gesundheitliche Komplikationen. Die WHO setzte sich das
Ziel, HCV bis zum Jahr 2030 zu eliminieren, was jedoch sowohl die Entwicklung eines
wirksamen Impfstoffes als auch die weitere Erforschung der Interaktionen des Virus mit

dem Wirtsmetabolismus voraussetzt.

IncRNAs wurden in den vergangenen Jahren zunehmend im Kontext von Virus-
infektionen und dem Immunsystem untersucht. Im Kontext der HCV-Infektion wurden
diverse pro- und antivirale IncRNAs identifiziert, die Uber verschiedene Mechanismen
die virale Replikation, die zellulare Immunreaktion und die Immunevasion des Virus
beeinflussen. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass INcCRNAs u. a. Uber direkte RNA-

RNA-Interaktion die Expression und Stabilitat anderer RNAs regulieren kénnen.

Nachdem Hu et al. 2019 beobachtet hatten, dass Inc-ITM2C-1 im Rahmen einer HCV-
Infektion in Huh-7.5 Zellen hochreguliert wird und einen positiv regulatorischen Effekt
auf die GPR55 mRNA auslibt, sollte anschlie®end untersucht werden, wie genau diese
Interaktion ablauft. Da IncRNAs haufig durch direkte RNA-RNA- oder RNA-DNA-
Interaktionen mit anderen Nukleinsduren in der Zelle agieren, sollten dies nun untersucht
werden. Erste in silico Analysen zeigten mogliche RNA-RNA-Hybridisierungen zwischen
der IncRNA und der GPR55 mRNA. Dies flhrte zur Hypothese, dass die GPR55 mRNA
durch eine solche RNA-RNA-Interaktion mit Inc-ITM2C-1 stabilisiert und dadurch
langsamer abgebaut wird, was eine erhdhte intrazelluldre Expression von GPR55 zur

Folge haben kdnnte.

Da in den Datenbanken diverse Spleilvarianten von Inc-ITM2C-1 und GPR55 mRNA
gelistet sind, ist es notwendig, die tatsachlich exprimierten Spleildvarianten und ihre
Sequenzen zu identifizieren. In der vorliegenden Arbeit werden die GPR55 mRNA
Spleivarianten untersucht. Dafiir sollen SpleiBvarianten-spezifische Primer fur die
RT-(q)PCR entwickelt werden. Aufgrund der niedrigen Expression der GPR55 mRNA ist
es daruber hinaus notig, die zellulare RNA bei der Extraktion so weit wie maoglich
aufzureinigen, um eine Amplifikation von residualer DNA und somit eine Verfalschung

der Ergebnisse in der (q)PCR zu vermeiden.

Fir die Fortfihrung der Untersuchung der Inc-ITM2C-1 - GPR55 - ISG Regulationsachse
sollen in den Experimenten Huh-7 Zellen verwendet werden. Diese Zellen besitzen eine
weitgehend intakte antivirale Immunantwort im Vergleich zu Huh-7.5 Zellen, die aufgrund

einer Beeintrachtigung des RIG-I Signalwegs sehr permissiv fiir eine HCV Replikation
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sind. Zudem soll der Fokus auf die frihen Effekte auf die GPR55 mRNA Expression
nach einer HCV Transfektion (bis 48 h) gelegt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Materialien Hersteller
Kryoréhrchen CryoPure Roéhren Sarstedt
Petrischalen Sarstedt
Pipettenspitzen (10 - 1250 pl) Sarstedt
Qubit™ Assay Tubes Invitrogen
SafeSeal Reagiergefafe (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt
Schraubroéhren (15 ml, 50 ml) Sarstedt
Serologische Pipetten (5 ml - 50 ml) Sarstedt
Zellkulturflaschen (25 cm? - 175 cm?) Sarstedt
Zellkulturplatten (6 well) Sarstedt
3.1.2 Gerate
Gerat Hersteller
Autoklave, V-150 Systec
Bi-Destille, Destamat Heraeus
CFX Connect Real-Time PCR Detection System | Bio-Rad
COz-Inkubator Serie CB Binder GmbH

Duomax 1030 (5° Neigungswinkel)
Fluorometer Qubit™
Gelelektrophoresekammern (Agarosegel)
Geldokumentationssystem, GelDoc XR
GieBRkassette fiir Acrylamidgele
Heizblock MBT 250

Heizblock, Accublock™ Digital Dry Bath (2 ml
ReaktionsgefiRe)

Heizblock, PeqLab (1,5 ml Reaktionsgefalie)
Kihlzentrifuge 5427R

Mikroskop, Leica DM IL invers

Heidolph Instruments
Invitrogen

Von Keutz Labortechnik
Bio-Rad

Bio-Rad

Kleinfeld Labortechnik

Labnet Internation, Inc.

PegLab Biotechnologie GmbH

Eppendorf

Leica Microsystems
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Mikrowelle

Minizentrifuge MiniStar
Netzteil fiir Elektrophorese
Ofen

PCR Workstation
pH-Meter, digital

Pipetboy

Pipetten (2 pl - 1000 pl)
Qubit® 2.0 Fluorometer
Sterile Bank, Lamin Air HA 2448 BS
T100 Thermal Cycler

Thermocycler (TProfessional, T1)

Tischzentrifuge, Fisher AccuSpin Micro 17

Vortex Genie 2™

Waage L 2200 5

Zahlkammer, Neubauer-improved (0,1 mm)

3.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Severin

VWR

Bio-Rad

Binder

VWR

Knick

Integra

Gilson
Invitrogen
Heraeus
Bio-Rad
Biometra
Thermo Fisher Scientific
Bender & Hoben
Sartorius

Superior Marienfeld

Chemikalie / Reagenz Hersteller
Agarose NEEO Ultra-Qualitat Carl Roth
Ammoniumperoxidsulfat (APS 10 %) Serva
Borsaure, 2 99,8 % Carl Roth
Chloroform Carl Roth

Doppelt destilliertes Wasser (ddH.0)
Ethanol reinst 96 %

Ethanol vergalit, 2 99,6 %
Ethidiumbromid

Glycin

GlycoBlue

Isopropanol, =2 99,5 %

Methanol

MgClz, 25 mM

Eigenherstellung in Bi-Destille
Carl Roth

Carl Roth

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific

Carl Roth

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
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MgCl;, 50 mM

Milchpulver

Natriumacetat, 2 99 %
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrochlorid

Phenol/Chloroform, pH 4,5, mit IAA, 125:24:1

(AM9720)

Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol, pH 4-5

(77619)
Purple Loading Dye 6X
RNA Loading Dye, 2X

ROTI® Aqua-P/C/lI (Aqua-Phenol/Chloroform/

Isoamylalkohol), pH 4,5-5 (X985.1)

ROTI® Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol

(A156.2)

ROTIPHORESE® Gel 30 (29:1)
ROTIPHORESE® Gel 40 (29:1)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
TRIzol

Trypsin, 2,5 % Trypsin 10X

Tween 20

B-Mercaptoethanol

3.1.4 Puffer und Losungen

NEB

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth

Thermo Fisher Scientific

Merck

NEB
Thermo Fisher Scientific

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Sigma-Aldrich

Puffer Endkonzentration | Ansatz
APS 10 % 10 % 1 g Ammoniumpersulfat in 10 ml ddH.O
Blocking-Lésung 2,5 g Milchpulver
50 ml PBST 0,3 %
DTT 1M Far 10 ml:
1,5 mg
Auffullen mit ddH20
EDTA 0,5M Far 100 ml:
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Laemmli Puffer

Natriumacetat

PBS

PBS

PBST 0,1 %

PBST 0,3 %

PMSF (Proteinase
Inhibitor)

RIPA Puffer

4X

3M

10X

1X

0,1 %

0,3 %

2,5mM

14,61 g

Auffullen mit ddH20

1,6 ml Glycerol

2ml0,5M Tris pH 6,8

800 pl beta-Mercaptoethanol
3,2ml 10 % SDS

400 ul 2 % Bromphenolblau
Bei -20 °C lagern

Far 100 mi:

2464

Auffullen mit ddH20

Far11:

80 g NaCl

2 gKCl

26,8 g Na;HPO4-7H,0

2,8 g KH2PO4

In 800 ml ddH-O auflésen
pH 7,4 mit HCI adjustieren
Auffullen mit ddH20

Far11:

100 ml 10X PBS

Auffullen mit ddH20

100 ml PBST 0,3 %

200 ml 1X PBS

500 ml 1X PBS

1,5 ml Tween® 20

0,871 g in 50 ml Isopropanol

100 pl Triton X-100

0,6 g Tris-HCI (pH 8,0)

500 ml ddH20

0,87 g NaCl

1 ml SDS 10 %

0,5 g Sodium Deoxycholate (0,5 %)
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TAE-Puffer

TAE-Puffer (Tris-
Acetat)

TBE-Puffer

TBE-Puffer (Tris-
Borat)

Transfer Puffer

Transfer Puffer

Tris pH 6,8

Tris pH 8,8

1X

50X

1X

10X

10X

1X

0,5M

1,5M

2 ml EDTA (0,5 M)

100 pl NaF (1 M)

98,8 ml ddH-0

Far11:

20 ml 50X TAE

Auffullen mit ddH20
Far11:

242 g Tris

100 ml 0,5 M Na:EDTA (pH 8,0)
57,1 ml Eisessigsaure
Auffullen mit ddH20
Far11:

100 ml 10X

Auffullen mit ddH20 oder

autoklaviertem VE-Wasser

Far11:

108 g 89 mM Tris-Base

55 g 89 mM Borsaure

40 ml 2 mM EDTA

Auffullen mit ddH20

Far 2 L:

60,55 g Tris

288 g Glycin

Auffullen mit ddH20

100 ml of 10X

700 ml ddH20

200 ml Methanol

12 g Tris in 120 ml ddH20

pH einstellen: 6.8

Auffullen mit ddH20 auf 200 ml (80 ml)
36.3 g Tris

120 ml ddH20

pH einstellen: 8.8

Auffullen mit ddH20 auf 200 ml (80 ml)
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Tris-Glycin 10X Far 4 L:
Running-Puffer 121,1 g Tris
576 g Glycin
200 ml 20 % SDS (40 g in 200 mlin
ddH20)
Auffullen mit ddH20
Tris-Glycin 1X 100 ml 10X
Running-Puffer 900 ml ddH.0
Trypsin 1X (0,25 %) Far 50 ml:

3.1.5 Antikorper

5 ml 10X Trypsin 2,5%

Auffillen mit 1X PBS

Antikorper Beschreibung Hersteller
Anti-GAPDH Antikorper Ein muriner monoklonaler Antikbrper | Abcam
fur das zytoplasmatische
Haushaltsprotein GAPDH
Anti-Hepatitis-C-Virus Ein muriner monoklonaler Antikbrper | Abcam
NS3 Antikorper 8 G-2 fur HCV NS3, der effizient auf den
JFH-1 Stamm (Genotyp 2a) reagiert.
Anti-Maus IgG HOR Sekundarantikdrper, der Uber die Sigma-Aldrich
Antikorper, konjugiert mit | enzymatische Reaktion der
Peroxidase Horseradish-Peroxidase durch
Chemilumineszenz detektiert wird
3.1.6 Enzyme
Enzym Puffer Hersteller

Maxima Reverse

Transcriptase
Miu1
Phusion Polymerase

Proteinase K

Maxima RT Puffer

rCutSmart Puffer NEB
Phusion Puffer NEB
- NEB

Thermo Fisher Scientific
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qScript Reverse

Transkriptase

RNase Inhibitor Murine
SsoAdvanced Universal
SYBR Green Supermix
T7 RNA Polymerase

Taqg-Polymerase

TURBO DNase

3.1.7 Kit-Systeme

Kit

5X RT Puffer

RNA Pol Reaktionspuffer
Taq Puffer + (NH4)2SOg, -
MgCl.

TURBO DNase Puffer

QuantaBio

NEB
Bio-Rad

NEB

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Hersteller

Amersham ECL Select Western Blotting Detection

Reagent

Genedet PCR Purification Kit

Invitrogen PureLink Genomic DNA MiniKit
Monarch RNA Clean Up Kit

qScript Flex cDNA Kit
Qubit™ Assay Kits

3.1.8 Nukleotide und Oligonukleotide

3.1.8.1 Nukleotide

Cytiva

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
New England Biolabs
Quanta Biosciences

Thermo Fisher Scientific

Nukleotide Hersteller

Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) 100 mM Carl Roth

Ribonukleosidtriphosphate (rNTPs) 100 mM Carl Roth
3.1.8.2 RNA-Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz 5’-3’ Hersteller

miR-122 mat pUGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG Biomers

miR-122* pAACGCCAUUAUCACACUAAAUA Biomers
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3.1.8.3 DNA-Oligonukleotide

Nr. | Alternativer Name | Sequenz 5°-3’ Design;
Hersteller

1 GPR55 Exon 1 fwd | GAAATGACATCTCTCAGCCCTC Elena Jost;
Biomers

2 | GPR55 variant 2 AACAGCCTCTGGGCCATTTAGAGA Nikolai
unique fwd Grahn; IDT

3 | GPR55Exon2rev | GGGATGTGGACTGCAAACTGTAGG Nikolai
(variant 3 unique Grahn;
rev) Biomers

4 | GPR55 variant 3 GCCTTTCTCTTTTTCTCCCCCGA Nikolai
unique fwd Grahn; IDT

5 | GPR55 variant 3 GCTGGAGGCTGAGTGTTTGGGC Elena Jost;
rev 1s (Helping Biomers
Primer 5 rev)

6 | GPR55 variant 3 CAAAGGACACTGCCTTACCAGG Elena Jost;
rev 2s (Helping Biomers
Primer 7 rev)

7 | GPR55 conserved | AAGAGAGTGAAAGGAGCCCCGTCT Nikolai
NG fwd Grahn; IDT

8 | GPR55 conserved | GAAAACCCTACAGTTTGCAGTCC PrimerBank;
Pan Hu fwd Biomers

9 | GPR55 conserved | GAGGTGGCAGCATAATCGGG PrimerBank;
Pan Hu rev Biomers

10 GPRS55 conserved | GGTGGAGTGCCTTTACTTCGT PrimerBank;
Primer Bank 1 fwd Biomers

11 | GPR55 conserved | CAGTAGCGGGTAACGGATGG PrimerBank;
Primer Bank 1 rev Biomers

12 = GPRS55 conserved | GGACCGGAAGCATCCCTATCT PrimerBank;
Primer Bank 2 fwd Biomers

13 | GPR55 conserved | CGCTCCAGGTATCATCAGACA PrimerBank;
Primer Bank 2 rev Biomers

14 | GPR55 Exon-Exon | CCACCAACAGTTGTGATTCAATGGGC | Elena Jost;
Primer 1 Biomers
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

GPR55 variant 9
unique fwd

GPR55 Exon-Exon
Primer 8/9

GPR55 Intron
Primer 8/9

GPR55 3-end rev

GPR55 variant 4

unique 1

GPR55 variant 4

unique 2

GPR55 variant 3
unique RT long

GPR55 conserved
NG rev long

GPR55 conserved
NG RT long

GPR55 longcon-
served NG fwd

GPR55 longcon-

served NG rev

GPR55 longcon-
served NG RT

GPR55 variant 9

unique rev long

GPR55 variant 9
unique RT long

GPR55 Helping

Primer 1 rev

GPR55 Helping

Primer 2 rev

GPR55 Helping

Primer 3 rev

CATTTTCCTGTTCGACTGGGAGGTTC

GAGAGAGAGAGAAAAGAGGTGGATGG

CAGCTGGCCTAAGAGCCATGGAC

TCTGTGGCTGTGGTTCTTAGAGG

CTTGTTCCTTGCCCTAGAAGAAGC

GCTGCTCCACTGGTGAAGTCGAAG

ATGGAGGTGGCAGCATAATCGGG

GGAAGGAGGAAGCCAAACACCTC

GGAGGAAGGAGACCACGAAGAC

AGCCTGCATCTACAGCATCGCA

GGTGGTATAAGCTGTCTGGGCAGT

TCTTTCCAGAACCTCCCAGTCGAAC

AGCTATGTGGGTCCAAACTCTCGG

TTTTTCCAAAGCTAACCGTCCGCC

CACTCGTAATCGGGGACAAACC

AACAAGATTCTGGGGAATGGGC

TCAGGAGGAAGTTGAGGGTTCG

Nikolai
Grahn; IDT
Elena Jost;
Biomers
Elena Jost;
Biomers
Elena Jost;
Biomers
Elena Jost;
Biomers
Elena Jost;
Biomers
Nikolai
Grahn; IDT
Nikolai
Grahn; IDT
Nikolai
Grahn; IDT
Nikolai
Grahn; IDT
Nikolai
Grahn; IDT
Nikolai
Grahn; IDT
Nikolai
Grahn; IDT
Nikolai
Grahn; IDT
Elena Jost;
Biomers
Elena Jost;
Biomers
Elena Jost;

Biomers

39



Material und Methoden

32 | GPR55 Helping GGGTCTGGGTATGTGCTGTTAC Elena Jost;
Primer 4 fwd Biomers
33 | GPR55 Helping TGAAACTTCTCCCCCTAGTCCTGC Elena Jost;
Primer 5 rev (HP Biomers
4.1)
34 | GPR55 Helping CCTTGCCAAGATACGTCTCCAG Elena Jost;
Primer 6 rev (HP Biomers
4.2)
35 | GAPDH fwd GAGTCAACGGATTTGGTCGT Pan Hu,
Biomers
36 | GAPDH rev GATCTCGCTCCTGGAAGATG Pan Hu,
Biomers
3.1.9 Plasmid
Plasmid Hersteller
pFK-JFH1-J6 C-846_dg (JC1) Pietschmann et al., 2006

3.1.10 GroRen- und Langenstandards

Standard

Hersteller

Color Protein Standard Broad Range | NEB

GeneRuler Low Range

Hyperladder 1 kb

3.1.11 Zelllinie

Zelllinie

Thermo Fisher Scientific

Meridian Bioscience

Eigenschaften

Huh-7

Humane, von Hepatozyten abgeleitete adharent wachsende

Karzinomzelllinie, 1982 enthommen aus dem Lebertumor eines 57-

jahrigen japanischen mannlichen Patienten. U. a. tragen sie eine

Mutation im p53 Gen.
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3.1.12 Kulturmedien

Medium Zusammensetzung Hersteller
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth
DMEM mit 10 % HI-FBS + 500 ml DMEM versetzt mit:

1 % nicht-essenzielle 10 % (50 ml) hitzeinaktiviertem
Aminosauren FBS, 1 % (5 ml) Penicillin/

Streptomycin, 1 % (5 ml) nicht-
essenzielle Aminosauren
Dulbecco’s Modified Hoher Glukosegehalt (4,5 g/l), Thermo Fisher
Eagles’s Medium (DMEM) L-Glutamin, Pyruvat, Phenol Rot | Scientific
HI (Hitze-inaktiviertes) FBS | Foétales Kalberserum, erhitzt bei | Life Technologies
55 °C fur 30 min
MEM Non-Essential Amino | Glycin, L-Alanin, L-Asparagin, L- | Life Technologies
Acids Solution (100X) Aspartat, L-Glutamat, L-Prolin,
L-Serin, jeweils 10 mM
Penicillin-Streptomycin 5000 Units/ml Penicillin 5000 Life Technologies
(Pen/Strep) Units/ml Streptomycin

3.1.13 Computerprogramme

Programm Hersteller
CFX Maestro Bio-Rad
CorelDRAW CorelDRAW
GraphPad PRISM GraphPad
Image Lab Bio-Rad
Microsoft Word fiir Mac Microsoft
Quantify Bio-Rad
SnapGene Dotmatics
Zotero Digital Scholar
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Methoden

3.2.1.1 Arbeiten mit Zellen

Innerhalb dieser Arbeit wurde die Zelllinie Huh-7 verwendet. Dies ist eine adharent
wachsende humane Zelllinie, die von Hepatozyten abgeleitet ist und 1982 aus dem
Lebertumor eines 57-jahrigen japanischen mannlichen Patienten entnommen wurde,

u. a. tragen die Hepatomazellen eine Mutation im p53 Gen.

Alle Arbeiten mit Zellen wurden unter einer sterilen Arbeitsbank durchgefiihrt. Diese
wurde 30 Minuten vor Benutzung durch UV-Licht sterilisiert sowie durch eine stetige
Luftzirkulation gereinigt. Aulerdem wurden die Oberflachen sowie unter die Bank einge-
brachte Behaltnisse und Materialien mit 70%igem Ethanol desinfiziert und es wurde mit
Nitrilhandschuhen gearbeitet. Alle verwendeten Materialien waren steril verpackt bzw.
hausintern autoklaviert. Die verwendeten Lésungen wurden vor Verwendung auf

Raumtemperatur bzw. im Wasserbad auf 37 °C erwarmt.

3.2.1.2 Auftauen eukaryotischer Zellen

Fir die langfristige Aufbewahrung wurden die verwendeten Zelllinien in einem Stickstoff-
tank eingefroren. Die Zellen wurden in Kryordhrchen in 500 pl Aliquots gelagert. Diese
wurden nach Entnahme auf Eis transportiert und anschlieRend in einem 37 °C warmem
Wasserbad fir 1 min aufgetaut. Zu jedem Kryoréhrchen wurden 500 pl Dulbecco’s
Modified Eagles’s Medium (DMEM), versetzt mit 10 % hitze-inaktiviertem foétalem
Kalberserum (FBS), 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S) sowie 1 % nicht-essenzielle
Aminosauren (NEAA), hinzugeflgt. Die Zellen wurden im Medium vorsichtig auf- und
abpipettiert und anschlie®end in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt. Dieses wurde
bei 4 °C bei 9000 x g (9205 rpm) fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und das Zellpellet in 10 ml DMEM (10 % FBS, P/S, NEAA) durch Auf- und
Abpipettieren resuspendiert. Wieder wurde die Zelllésung bei 4 °C und 9000 x g fur 5
min zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die Zellen in 12 ml DMEM (10 % FBS, P/S,
NEAA) vorsichtig resuspendiert und anschlieRend in eine T25 (25 cm?) Zellkulturflasche
uberfuhrt. Durch vorsichtige horizontale Bewegungen wurden die Zellen gleichmaRig auf
dem Boden der Flasche verteilt und zum Adharieren und Wachsen in den Inkubator
gegeben. Nach ein bis zwei Tagen, wenn die Zellen die Konfluenz erreicht hatten,

wurden sie in eine gréBere Zellkulturflasche (T75, 75 cm?) tberflhrt.
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3.2.1.3 Kultivierung und Splitten eukaryotischer Zellen
Die Zellen wurden bei 37 °C, hoher Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, Sattigung im Inkubator
kultiviert und je nach Zelllinie alle 2 - 5 Tage passagiert, sobald sie zu 90 - 100 %

konfluent gewachsen waren, um ein Uberwachsen der Zellen zu verhindern.

Beim Passagieren wurde zunachst das alte Medium mit dem PipetBoy entfernt und
verworfen. Die Zellen wurden im Anschluss mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS)
(5 ml fUr T175-Zellkulturflaschen, 3 ml fur T75-Zellkulturflaschen) gewaschen und das
PBS daraufhin verworfen. Um die adharenten Zellen vom Boden der Flasche zu I6sen,
wurden sie mit 3 ml (T75) bzw. 4 ml (T175) 0,5%igem Trypsin flr 5 min im Brutschrank
inkubiert. AnschlieBend wurden restliche adharierende Zellen durch vorsichtiges
Schwenken und leichtem Beklopfen der Zellkulturflasche gelést und die enzymatische
Reaktion des Trypsins durch Zugabe von DMEM (10 % HI-FBS, P/S, NEAA) beendet.
Hierfur wurde der Zelllésung DMEM (10 % HI-FBS, P/S, NEAA) zugegeben, bis 10 ml
Totalvolumen erreicht waren (6 ml bei T175, 7 ml bei T75). Die Zellsuspension wurde
wiederholt auf- und abpipettiert, um Zellkonglomeratbildung zu verhindern und die Zellen
vollstdndig vom Boden der Zellkulturflasche zu l6sen. Anschliefend wurden je nach
gewunschter Teilung, beispielsweise bei einer Passage von 1:10, 90 %, also 9 ml, der
Zelllésung entnommen und entweder flr weitere Experimente in ein 50 ml Zentrifugen-
réhrchen Uberflhrt oder verworfen. Die restlichen 10 %, im o. g. Fall 1 ml, wurden in der
Zellkulturflasche belassen und mit DMEM (10 % HI-FBS, P/S, NEAA) auf das Total-
volumen der Flasche aufgefiillt. Durch vorsichtige 8-férmige horizontale Bewegungen
wurde eine gleichmafige Verteilung der Zellen in der Flasche gewahrleistet. Die ge-
splitteten Zellen wurden daraufhin wieder in den Brutschrank gegeben und nach 4 - 5
Tagen, wenn wieder die Konfluenz erreicht war, flir weitere Experimente oder

Passagieren verwendet.

3.2.1.4 Zellzahlbestimmung mit der Neubauer improved Zédhlkammer

Im Rahmen des Aussaens von Zellen wurden diese zundchst gezahlt, um sicher-
zustellen, dass die folgenden Experimente regelmafig mit einer konstanten Anzahl an
Zellen durchgefuhrt werden konnten. Die Neubauer improved Zahlkammer bietet die
Méoglichkeit, die Zellen mithilfe eines Zahlgitters unter dem Lichtmikroskop zu zahlen. Sie
besteht aus einer Glasplatte mit einem Deckglas. Das Zahlgitter besteht aus 3 x 3
GrofRquadraten von je 1 mm Kantenlange, die wiederum jeweils in 4 x 4 Quadrate mit
0,25 mm Kantenlange unterteilt sind. Die Kammerhohe betragt nach Auftragen des

Deckglases 0,1 mm, sodass ein GroRquadrat ein Volumen von 0,1 mm?® (0,1 pl) besitzt.

Zunachst wurden die Zellen mit PBS gewaschen und die adharenten Zellen mit Trypsin

vom Boden der Zellkulturflasche geldst. AnschlieRend wurden die Zellen in DMEM (10 %
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HI-FBS, P/S, NEAA) grindlich resuspendiert und wie zuvor beschrieben gesplittet und
passagiert, wahrend die restliche Zellsuspension in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen

aufgefangen wurde.

Nach Desinfizieren der Neubauer-Zahlkammer mit 70%igem Ethanol und Auflegen des
Deckglases wurden 10 ul der Zellldsung unter das Deckglas appliziert und die Zahl-
kammer wurde so unter dem Mikroskop platziert, dass das zentrale Gittermuster der
3 x 3 GrolRquadranten sichtbar war. Die Zellen wurden nun in den vier Eckquadranten
gezahlt. Dabei wurden Zellen, die auf den Aullenbegrenzungen der Quadrate lokalisiert
waren, nur links und oben, aber nicht rechts und unten bericksichtigt. Aus diesen Zell-
zahlen wurde ein Mittelwert gebildet. Der ermittelte Wert wurde mit 10* multipliziert, um
die Zellzahl pro Milliliter zu erhalten. Der Multiplikationsfaktor von 10 ergibt sich aus dem
Volumen der gezahlten Abschnitte, die jeweils 0,1 mm?® betrugen. In 1 ml Zellsuspension

befindet sich folglich der Mittelwert der gezéhlten Zellen mit 10* multipliziert.

Totale Zellanzahl

— = Mittelwert der vier Quadranten x 10.000

3.2.1.5 Aussden eukaryotischer Zellen

24 - 48 h bevor die Zellen fir experimentelle Methoden verwendet werden konnten,
wurden sie auf 6-Well-Kulturplatten ausgeséat. Pro Well wurden 0,4 - 0,5 x 10° Zellen
bendtigt, damit diese innerhalb von 24 - 48 h konfluent wachsen, jedoch nicht iberwach-
sen konnten. Hierflr wurde wie zuvor beschrieben die Zellzahl mithilfe der Neubauer
Zahlkammer ermittelt und mit folgender Formel das bendtigte Volumen an Zellsus-

pension fiir ein Well berechnet:

Gewtuinschte Zellzahl pro Well
Ermittelte Zellzahl aus Neubauer-Zahlkammer

Bendotigte Zellsuspension pro Well (ul) = x 1000 pl

Das berechnete Volumen an Zelllésung wurde daraufhin in die Wells pipettiert und jedes
Well bis zu einem Gesamtvolumen von 2 ml mit DMEM (10 % HI-FBS, P/S, NEAA)
aufgefullt. AnschlieRBend wurden die Zellen vorsichtig mithilfe von horizontalen
8-formigen Bewegungen gleichmaRig verteilt und im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO:
und hoher Luftfeuchtigkeit inkubiert.

3.2.1.6 Einfrieren eukaryotischer Zellen
Sobald die Zellen in absehbarer Zeit nicht flir Experimente bendtigt wurden, empfahl es
sich, sie einzufrieren, um unndtiges Passagieren und somit Altern der Zellen mit daraus

folgender genetischer Veranderung sowie Materialverschwendung zu verhindern.

Zuerst wurde das alte Medium aus der Zellkulturflasche abgenommen und die Zellen mit

PBS gewaschen. Nach Entfernung des PBS wurden je nach FlaschengréRe 3 - 5 ml
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Trypsin appliziert und fir 5 - 6 min im Brutschrank inkubiert. Pro T75 Zellkulturflasche
wurden in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen 3,5 ml einer DMEM/DMSO Lésung mit

folgender Zusammensetzung hergestellt:
- 3150 yl DMEM (10 % HI-FBS, P/S, NEAA)
- 350 yl DMSO

Nachdem die Zellen durch das Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche gelést waren,
wurde die Reaktion mit 10%igem DMEM beendet und durch Auf- und Abpipettieren ein
Agglutinieren der Zellen verhindert. Die 10 ml Zelllésung wurde anschlie®end in ein
15 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und fur 5 min bei 4 °C und 9000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vollstandig abgenommen und das Zellpelletim Anschluss in 3,5 ml
der DMEM/DMSO-L6sung durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren resuspendiert. In
jedes Kryoroéhrchen wurden daraufhin 500 pl der Zellsuspension aliquotiert. Die befiillten
und beschrifteten Kryoréhrchen wurden in ein Ethanol-Einfriergerat gestellt, das eine
kontinuierliche Abkihlung der Réhrchen um 1 °C/min sicherstellt. Das Einfriergerat mit
den enthaltenen Kryoréhrchen wurde 24 Stunden bei -40 °C gelagert und anschlie3end

zur langfristigen Lagerung in den Stickstofftank tberfthrt.

3.2.1.7 Transfektion mit Lipofectamine 3000

Die Transfektion hat das Ziel, RNA oder DNA in eukaryotische Zellen einzubringen. Man
unterscheidet zwischen transienter und stabiler Transfektion, wobei in dieser Arbeit nur
die transiente Transfektion angewendet wurde. Die Experimente mit HCV-RNA wurden

in einem Labor der Sicherheitsstufe BSL3** durchgefiihrt.

Zunachst wurde eine Transfektion von 500 ng miRNA-122-Duplex bei 70%iger Kon-
fluenz der Zellen vorgenommen. Die miRNA-122 ist ein wichtiger proviraler Faktor in
Leberzellen fir eine erfolgreiche HCV Replikation, weswegen sie den Zellen fiir optimale
Bedingungen zugegeben wurde. 24 h spater erfolgte die Co-Transfektion der HCV-RNA
mit miRNA-122 bzw. der Negativ-Kontrolle (,mock"), die lediglich miRNA-122 enthielt.

Fir die Transfektion der HCV-RNA wurden zwei Mastermixe vorbereitet. Mastermix 1
(MM 1, in 15 ml Reaktionsgefalen) enthielt die RNA (HCV-RNA + miRNA122 bzw.
mock) sowie Opti-MEM. Mastermix 2 (MM 2, in 1,5 ml Reaktionsgefal3en) enthielt Opti-
MEM und Lipofectamine 3000. Dabei bestand immer ein Verhaltnis von RNA zu Lipo-
fectamine von 1:3. Die genauen Volumina ergaben sich nach Berechnung der Konzen-
tration. Die Mastermixe wurden jeweils fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde MM 2 in die jeweiligen 15 ml Reaktionsgefalie hinzugefligt und die

Lésung durch Auf- und Abpipettieren gemischt und fiir 15 min inkubiert. Das alte Medium
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wurde von den Zellen (in 6-Well-Platten) verworfen und jeweils 1 ml des Transfektions-
ansatzes (Lipofectamine + RNA + Opti-MEM) pro Well hinzugefiigt. Dabei war
mindestens jeweils ein Well fir die RNA-Extraktion und eins fir den Western Blot vorge-
sehen. Durch horizontale Bewegungen wurden die Zellen gleichmaRig mit der Losung
bedeckt und fir 48 h im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert.

Nach 48 h erfolgte die RNA-Extraktion (s. 3.2.2.2) oder die Protein-Extraktion (s. 3.2.4).
Mittels Western Blot wurde das erfolgreich translatierte NS3-Protein in den transfizierten

Zellen nachgewiesen (s. 3.2.4.3).

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Arbeiten mit RNA

Beim Arbeiten mit RNA ist zu beachten, dass RNasen ubiquitar vorkommen und nicht
wie andere Enzyme durch Autoklavieren vollstandig inaktiviert werden konnen.
Verwendete Materialien wurden speziell prapariert und nur fir die Arbeit mit RNA
verwendet. Glaswaren und Spatel wurden bei 260 °C fir 6 Stunden gebacken und
Reaktionsgefalle zusatzlich zur Herstellerangabe ,RNase-frei“ autoklaviert und
getrocknet. Alle Arbeiten mit RNA wurden an einer sterilen Bank mit stetiger Zirkulation
vorgenommen. Oberflachen und Materialien wurden vor Gebrauch an der sterilen Bank

mit 70%igem Ethanol und mit RNaseZap (Thermo Fisher Scientific) desinfiziert.

3.2.2.2 RNA-Extraktion
Um die Genexpression und -transkription in den Zellen zu untersuchen, wurde eine
Extraktion der Gesamt-RNA vorgenommen. Die Optimierung dieses Protokolls mit

methodischem Hintergrund ist in Kapitel 4.1 beschrieben.

Die Zellen wurden 24 h vor der Extraktion in 6-Well-Platten ausgesat und bei
90 - 100%iger Konfluenz lysiert. Das alte Medium wurde entnommen, 1 ml TRIzol-
Lésung pro Well hinzugegeben und fir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das
entstehende Zelllysat wurde griindlich 4- bis 5-mal auf- und abpipettiert, um alle Zellen
vom Boden der Well-Platte zu I6sen und anschlieRend in ein 1,5 ml Eppendorf-
Mikroreaktionsgefald, kurz ,Eppi“, Uberflhrt. Dort wurde die Zelllésung erneut 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlie®end wurden pro Eppendorf-Reaktionsgefal 200 pl
4 °C kaltes Chloroform hinzugefligt, 30- bis 40-mal invertiert und wiederum 3 - 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktionsgefal3e wurden im Anschluss in der Eppendorf-
Zentrifuge bei 4 °C fir 20 min und 16.000 rpm zentrifugiert. Daraufhin wurden 400 ul des
hydrophilen Uberstands, der die RNA enthielt, vorsichtig abpipettiert und in ein frisches

Reaktionsgefald Uberfiihrt. Dabei ist besonders wichtig, die Interphase und die 3 - 4 mm
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des Bereichs oberhalb der Phasengrenze auszusparen, um ein Uberpipettieren von

DNA und Zellbestandteilen zu verhindern.

Fir die folgende saure Phenol-Chloroform-Extraktion wurden zunachst dem
entnommenen Uberstand 400 pl saures Phenol (pH 4,5) hinzugefiigt, das Gemisch im
Reaktionsgefal’ 30- bis 40-mal invertiert und anschlie3end bei 4 °C fir 10 min bei 16.000
rpom zentrifugiert. Wiederum wurde der Uberstand abpipettiert, in ein neues Reaktions-
gefall gegeben und mit der gleichen Menge Chloroform versetzt. Das Gemisch wurde
30- bis 40-mal invertiert und im Anschluss 5 min bei 4 °C und 16.000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abpipettiert, in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und mit der
gleichen Menge kaltem 96%igem Ethanol versetzt. Die Losung wurde durch Auf- und
Abpipettieren grindlich gemischt und daraufhin auf eine NEB Monarch Kit Saule
gegeben. Anschliel3end folgte die RNA-Aufreinigung mithilfe der Sdule den Instruktionen
des Herstellers folgend. Die RNA wurde abschlieRend in 20 oder 25 yl RNase-freiem

Wasser eluiert.

3.2.2.3 Herstellung von saurem Phenol-Chloroform

Im Rahmen des Vergleichs von Qualitat und Effektivitat in der Entfernung genomischer
DNA wahrend der RNA-Extraktion wurde u. a. Phenol-Chloroform im Haus auf einen pH
von 4,5 justiert. Dies wurde durch wiederholtes Equilibrieren der Phenol-Chloroform-
Phase mit saurem Natriumacetat erreicht. Daflir wurde zunachst 3 M Natriumacetat
pH 5,5 mit ddH,O auf 0,05 M verdlinnt. AnschlieBend wurde der pH-Wert dieses
Natriumacetats mit Essigsaure (96 %) vorsichtig auf pH 4,5 justiert. Dazu wurden 20 ml
Phenol mit 20 ml des pH-justierten Natriumactetat (0,05 M; pH 4,5) in einem 50 ml
Schraubréhrchen grindlich gemischt und danach zur besseren Phasentrennung mit 5 ml
Chloroform versetzt. AnschlieRend wurde erneut griindlich gemischt und das Gemisch
zur Phasentrennung ruhen gelassen. Da die pH-Messung nicht direkt in der
Phenolphase erfolgen kann, wurde zur behelfsweisen pH-Wert-Messung im Uberstand
die obere (wassrige) Phase in ein neues Schraubréhrchen Uberfihrt und mit 5 ml
Chloroform versetzt, grindlich gemischt und zur Phasentrennung ruhen gelassen, um
diese wassrige Phase fur die folgende pH-Messung weitestgehend vom Phenol zu
separieren. In dieser oberen Phase wurde dann der pH-Wert bestimmt. Betrug der pH
mehr als 4,5, wurde mit der urspringlichen Phenol-Chloroform-Mischung das
Equilibrieren wiederholt, d. h. die Phenol-Chloroform-Mischung wurde erneut mit 20 ml
Natriumacetat (0,05 M; pH 4,5) versetzt. Dies wurde wiederholt, bis der pH-Wert des
Phenol-Chloroforms auf 4,5 gesunken war. Das resultierende saure Phenol-Chloroform
(4:1) wurde abschlieRend mit Natriumacetat (0,05 M; pH 4,5) lichtgeschitzt im
Kuhlschrank gelagert.
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3.2.2.4 Qubit™-Messung

Die Konzentrationen der extrahierten Nukleinsduren wurde mit dem Qubit-Fluorometer
bestimmt. Die Messung beruht auf der Fluoreszenz von Farbstoffen, die spezifisch die
zu untersuchende Nukleinsdure binden und nach dieser Bindung fluoreszierende
Eigenschaften haben. Das Qubit™ Messgerat vergleicht die gemessenen Fluoreszenz-
signale mit denen eingelesener Standards und berechnet basierend darauf die

Konzentration der zu untersuchenden Nukleinsaure.

Zur Konzentrationsbestimmung der extrahierten RNA wurden 198 ul des Qubit™ RNA
Broad Range (BR) Puffer in ein Qubit Assay Tube pipettiert, gefolgt von 1 pl der RNA-
Probe und 1 pl des Qubit RNA BR Farbstoffes. Der Ansatz wurde kurz gevortext und
2 min inkubiert. AnschlieBend wurde die Konzentration im Qubit-Fluorometer bestimmt.
DNA-Konzentrationen wurden nach dem gleichen Schema gemessen, daflir wurde ein
DNA-Puffer sowie der entsprechende Farbstoff verwendet und im Qubit-Fluorometer die

Einstellung fir DNA-Proben verwendet.

3.2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese
Um die Integritat von RNA und im Verlauf auch von DNA zu bestimmen, wurde eine

Gelelektrophorese mit 1%igem Agarosegel durchgefuhrt.

Um RNasen zu denaturieren, wurde die Gelkammer zunachst mit 1%igem SDS gewa-
schen und mit ddH>O ausgespllt. Das Agarosegel wurde aus 0,4 g NEEB Agarose-
Pulver, 40 ml 1X TAE (ddH20) und 400 ul Natriumhypochlorid hergestellt, die Lésung
wurde ca. 2 - 3 min in der Mikrowelle bei 700 Watt erhitzt, bis die Agarose vollstandig
geldst war. Das Natriumhypochlorid soll zusatzlich zu genannten Hygienemaf3nahmen
moglicherweise enthaltene RNasen im Gel denaturieren. In die Gelkammer wurde ein
Gelschlitten so eingebracht, dass durch die Gummidichtungen die Seiten dicht ver-
schlossen waren. Passende Gelkdmme wurden platziert und 40 ml der abgekihlten
Agaroseldsung in den Gelschlitten gegossen. Bei 4 °C polymerisierte das Gel fir 20 - 30
min. AnschlieBend wurde der Schlitten mit dem polymerisierten Gel vorsichtig aus der
Kammer entfernt und um 90 Grad gedreht. Die Kammer wurde mit 1X TAE randvoll

beflllt und die Gelkdmme wurden vorsichtig entfernt.

Fir die Proben wurde je nach gemessener RNA-Konzentration das Volumen fir 700 ng
RNA mit der gleichen Menge 2X RNA Dye in einem Reaktionsgefal gut vermischt, kurz
zentrifugiert und anschlielend in die Taschen des Gels pipettiert. Zur
GréRenbestimmung der Banden wurden 3,3 pl DNA Hyperladder 1 kb mit 3,3 ul 2X RNA
Dye ebenfalls in eine Tasche gegeben. Die Elektrophorese wurde bei 4 °C und 100 V

fir 60 min durchgefiihrt. Um die RNA anschlieRend zu visualisieren, wurde das Gel flr
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30 min in einem Ethidiumbromid-Bad, bestehend aus 400 ml 1X TBE und 80 ul
Ethidiumbromid, gefarbt. Ethidiumbromid ist ein interkalierendes Reagenz, das unter
UV-Licht Nukleinsauren sichtbar macht. Aufgrund seiner hohen Toxizitat wurden die
Farbungen unter dem Abzug und unter Verwendung von Handschuhen durchgefiihrt und
streng darauf geachtet, das kontaminierte Material nicht auRerhalb der speziellen
Arbeitsflachen zu verteilen. Nach der Farbung wurde die RNA mit dem GelDoc-Apparat
visualisiert. Danach wurde die Integritat der RNA anhand von drei Banden, 28S-, 18S-
und 5S-rRNA evaluiert, wobei die 28S-Bande ungefahr die 2- bis 2,5-fache Intensitat der

18S-Bande besitzen sollte.

3.2.2.6 Reverse Transkription mit Maxima RT und Gen-spezifischen Primern

Vor der reversen Transkription, kurz ,RT*, wurde durch eine Agarose-Gelelektrophorese
sichergestellt, dass die verwendete RNA intakt war und ihre Konzentration mittels Qubit-
Messung bestimmt. Um die mogliche Kontamination der aufgereinigten RNA-Proben mit
nicht vollstandig entfernter, residualer DNA zu Gberwachen, wurden in jedes Experiment
eine "noRT"-Kontrolle (engl. fur "keine RT") eingeschlossen. In der noRT-Kontrolle
wurde die Reverse Transkriptase durch 0,5 ul ddH2O ersetzt, sodass dort keine cDNA
produziert werden und somit eine Amplifikation von aus RNA produzierter cDNA in der
nachfolgenden PCR aufgrund fehlender Templates nicht stattfinden sollte. Eine trotzdem
erfolgende Amplifikation von Substrat in der PCR aus der noRT-Kontrolle deutet folglich
auf die Verunreinigung der RNA-Probe durch nicht vollstdndig entfernte, residuale

genomische DNA hin.

Jede Reaktion mit Maxima-RT beinhaltete 10 yl Reaktionsansatz:

Reagenz Volumen in pl

RNA (800 ng) Je nach Konzentration
Primer (Gen-spezifisch) 1

dNTPs 10 mM 0,5

ddH:0 Auffillen bis 7,25 pl

AnschlieRend wurde die Mischung vorsichtig gemischt und kurz zentrifugiert.

Zusatzlich wurden 2 pl RT-Puffer, 0,5 yl Maxima Reverse Transkriptase (bzw. 0,5 pl
ddH0 in der noRT-Kontrolle) und 0,25 pl RNase Inhibitor pro RT-Reaktion verwendet.
Diese Komponenten wurden jeweils nach Anzahl der Proben in den bendtigten Mengen
zunachst zu einem RT- oder noRT-Mastermix gemischt. Zu jedem Reaktionsgefal® mit
den in der obigen Tabelle aufgefiihrten Komponenten wurden dann jeweils 2,75 pl des

RT- bzw. noRT-Mastermix hinzugegeben, gut mit den Proben vermischt, die Ansatze
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kurz zentrifugiert und die reverse Transkription dann unter folgenden Bedingungen
durchgeflhrt:

Temperatur Zeit (min)
50 °C 30:00
85°C 05:00
4 °C Pause

Die resultierenden cDNA-Proben bzw. die noRT-Kontrolle wurden anschlielRend
entweder in einer RT-PCR oder RT-qgPCR verwendet oder bei 4 °C fir maximal 3 Tage

oder bei -20 °C bis zu sechs Monate gelagert.

3.2.2.7 Reverse Transkription mit QuantaBio cDNA Flex Kit und Gen-
spezifischen Primern

Neben der Maxima Reversen Transkriptase (Thermo Fisher) wurde auch das
gScript Flex cDNA Kit (QuantaBio) mit Gen-spezifischen Primern (GSP) getestet, um
Unterschiede in der Effektivitdt der Enzyme festzustellen. Dafur wurde folgender

Reaktionsansatz fir 20 pl Reaktion verwendet:

Reagenz Volumen in pl

RNA (800 ng) Je nach Konzentration
Primer (Gen-spezifisch) 1

GSP-Enhancer 2

ddH:0 Auffullen bis 15 pl

Der Ansatz wurde 5 min bei 65 °C inkubiert und dann auf Eis gelagert. Wahrenddessen

wurden Puffer und Enzym bzw. ddH-20 als Mastermix angesetzt:

Mastermix Volumen in pl

qScript Flex Reaction Mix 4
gScript Reverse Transkriptase (bei RT) | 1
ddH:O (bei noRT anstelle des Enzyms) | 1

Der Mastermix wurde den obigen Reaktionsmixen hinzugefligt und die reverse

Transkription unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:
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Temperatur Zeit (min)
25°C 10:00
42 °C 45:00
85°C 05:00
4°C Pause

Da sich die Ergebnisse mit Gen-spezifischen Primern in der nachfolgenden RT-gPCR
zwischen Maxima RT und QuantaBio gScript RT nicht unterschieden, wurde aus 6ko-
nomischen Griinden in den Folgeexperimenten mit GPR55 mRNA die kostenglinstigere

Maxima Reverse Transkriptase von Thermo Fisher verwendet.

3.2.2.8 Reverse Transkription mit Random Primern

Da die GPR55 mRNA sehr gering exprimiert ist und es nach RT mit Gen-spezifischen
Primern bei einigen Primer Sets zur Amplifikation von unspezifischen Produkten anstatt
des erwarteten korrekten Produktes in der RT-(q)PCR kam, wurde die RT alternativ mit
Random Primern durchgefuihrt. Dadurch sollte sichergestellt werden, dass eine un-
spezifische Amplifikation selektierter Bereiche des Transkriptoms nicht bereits in der
reversen Transkription, also bei der Herstellung der cDNA, auftritt. AuBerdem kommt es
bei Benutzung von Random Primern zur Produktion einer insgesamt gré3eren Menge
an cDNA, weil die Random Primer an sehr vielen verschiedenen Stellen in der mRNA-
Population binden und eine reverse Transkription initieren konnen. Aus nicht vollstandig
verstandenen Grinden fuhrte dieses Random Priming in vielen Fallen zu weniger
unspezifischen Banden bei guter Amplifikation der Bande mit der korrekten Lange in der
gPCR (s. 5.3.1).

Es wurden wieder beide Enzyme, Maxima RT von Thermo Fisher sowie gqScript RT von

QuantaBio, getestet. Die folgenden Protokolle wurden verwendet:

Maxima RT (Thermo Fisher):

Reagenz Volumen in pl

RNA (800 ng) Je nach Konzentration
Random Hexamer (#50142) 1

dNTPs 10mM 1

ddH:0 Auffillen bis 14,5 pl

Der Ansatz wurde 5 min bei 65 °C inkubiert und dann auf Eis gehalten. Zu jeder Reaktion

wurde der Enzymmix gegeben:

51



Material und Methoden

Mastermix Volumen in pl
5X RT Puffer 4

Maxima RT (bei RT) 1

ddH:z0 (bei noRT) 1

RNase Inhibitor 0,5

Die reverse Transkription wurde unter folgenden Konditionen durchgefuhrt:

Temperatur Zeit (min)
25°C 10:00
50 °C 30:00
85°C 05:00
4°C Pause

gScript Flex cDNA Kit (QuantaBio):

Reagenz Volumen in pl

RNA (800 ng) Je nach Konzentration
Random Primer 2

ddHz0 Auffillen bis 15 pl

Der Ansatz wurde 5 min bei 65 °C inkubiert und dann auf Eis gehalten. Zu jeder Reaktion
wurde der Enzymmix gegeben:

Mastermix Volumen in pl

qScript Flex Reaction Mix 4

gScript Reverse Transkriptase (bei RT) | 1
ddH20 (bei noRT anstelle des Enzyms) | 1

Die reverse Transkription wurde unter folgenden Konditionen durchgefuhrt:

Temperatur Zeit (min)
25°C 10:00
42 °C 45:00
85°C 05:00
4°C Pause
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3.2.2.9 Genomische DNA-Extraktion

Um die Primer fiir die spateren RT-PCR und RT-qPCR Reaktionen zu validieren, wurden
sie zunachst an genomischer DNA getestet. Dies hat den Vorteil, dass durch eine
anschlielende Analyse per Gelelektrophorese unspezifische Bindung der Primer an
falschen Lokalisationen im Sequenzraum des gesamten Genoms und damit auch im
Transkriptom ausgeschlossen werden konnte, sofern die Primer-Paare keine Exon-

Exon-Grenzen oder ganze Introns Gberspannten.

Die Extraktion von genomischer DNA aus Huh-7 Zellen wurde mit dem Invitrogen
PureLink Genomic DNA Kit von Thermo Fisher durchgefuhrt. Dazu wurde zunachst ein
Heizblock auf 55 °C vorgeheizt. Das Medium wurde von den Zellen entfernt und die
adharenten Zellen wurden durch Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche geldst. Die
Zellldsung wurde in einem 15 ml Zentrifugenrdhrchen gesammelt und bei 250 x g fur
5 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abpipettiert, ohne das Zellpellet
zu beschadigen. Das Pellet wurde daraufhin in 200 pl PBS resuspendiert. 20 pl
Proteinase K und 20 pl RNase A wurden zur Probe hinzugeflgt, kurz gevortext und fur
2 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden 200 ul PureLink Genomic
Lysis/Binding Buffer hinzugefiugt und durch Vortexen eine homogene Lésung hergestellt.
Das Gemisch wurde fur 10 min bei 55 °C inkubiert, um den Protein-Verdau zu férdern.
Anschlieend wurden 200 ul 96 - 100%iger Ethanol zum Lysat gegeben und 5 Sekunden

gevortext, bis eine homogene Mischung entstanden war.

Bevor mit den weiteren Schritten fortgefahren werden konnte, wurden zum Wasch-Puffer
1 und 2 zunachst 15 ml 96 - 100%iger Ethanol hinzugefiigt. Eine Zentrifugationssaule
wurde in ein Sammelgefall gesteckt, das Lysat (ca. 640 ul) wurde auf die Saule gegeben
und die Saule flir eine Minute bei Raumtemperatur und 10.000 x g zentrifugiert. Der
Inhalt des SammelgefaRes wurde verworfen und ein neues Sammelgefald unter die
Saule gespannt. Um die DNA zu waschen, wurden 500 yl Wasch-Puffer 1 auf die Saule
gegeben und wieder bei Raumtemperatur fur 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Das alte
Sammelgefall wurde mitsamt Inhalt verworfen und durch ein neues Sammelgefaly
ersetzt. Anschliefend wurden 500 pl Wasch-Puffer 2 auf die Saule gegeben und fir
3 min bei Raumtemperatur und maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Wieder wurde
das Sammelgefall verworfen. Die Saule wurde auf ein steriles 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefald gesteckt und es wurden 30 pl Elutions-Puffer auf die Saule gegeben.
AnschlieRend wurde der Ansatz fir 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und daraufhin
fir 1 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Im Reaktionsgefal befand sich

nun die aufgereinigte genomische DNA.
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Die Konzentration wurde mittels Qubit-Fluorometer gemessen und die gDNA auf

100 ng/pl verdinnt. Die Probe wurde langfristig bei -20 °C gelagert.

3.2.2.10 Polymerase-Ketten-Reaktion (Endpoint-PCR)

Alle Schritte zum Anfertigen des PCR-Ansatzes wurden an einer sterilen Bank unter
einem Abzug und auf Eis durchgefuhrt. Verwendete Materialen und Oberflachen wurden
mit 80%igem Ethanol desinfiziert. Sauberes Arbeiten ist besonders wichtig, um
eventuelle Kontaminationen mit DNA aus der Umgebung zu vermeiden, die in der PCR

zu unspezifischer Amplifikation fiihren.

In vorangegangenen Experimenten von Nikolai Grahn (M.Sc.) wurden bereits einige
Parameter fuir die PCR an genomischer DNA exploriert. Somit wurden diese
Bedingungen (Taq (Nas).SOs Puffer, 3 mM Mg?*) fiir weiterfilhrende Experimente

Uubernommen und in der RT-PCR ggf. angepasst.

Fir die PCR mit gDNA wurden in einem Mastermix zunachst die Tag-Polymerase und
der passende Ammonium-Puffer mit Magnesium, dNTPs und ddH>O vermischt. Die
Magnesiumkonzentration betrug pro Reaktion 3 mM. Es wurden pro 25 ul Reaktion 0,5 pl
dNTPs verwendet, was einer Endkonzentration von 0,2 mM entspricht. Der Mastermix
wurde in PCR-ReaktionsgefalRe verteilt und jeweils 0,3 ul Forward und Reverse Primer
sowie 50 ng DNA hinzugefiigt. Zusammengefasst ergaben sich fir jede Reaktion

folgende Komponenten:

Reagenz Volumen in pl

Taq (Nas)2S04 Puffer 10X 2,5

dNTPs 10 mM 0,5

MgClz, 25 mM 3

Primer forward 0,3

Primer reverse 0,3

Taq Polymerase 0,625

gDNA 0,5 (bei ¢ = 100 ng/ul)
ddH20 Auffullen auf 25 pl

Die Proben wurden vorsichtig gemischt und kurz zentrifugiert. Anschlieend wurde die

PCR im ThermoCycler unter folgenden Parametern durchgefihrt:
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Schritt Temperatur Zeit (min)

Initiale Denaturierung | 95 °C 02:00 bei cDNA
03:00 bei gDNA

Primer-Anlagerung Primerspezifisch bzw. | 00:30

Temperaturgradient
Elongation 72 °C 00:30 Templates < 500 bp
01:00 Templates bis 1000 bp
02:00 Templates bis 2000 bp
Finale Extension 72 °C 10:00

Pause 4 °C co

Die Elongationszeit war dabei abhangig von der Lange der zu amplifizierenden Sequenz.
Ublicherweise werden fiir die Tag-Polymerase 1 min fiir 1000 Basenpaare kalkuliert. Die
initiale Denaturation betrug bei gDNA 3 min und bei cDNA 2 min. Um die optimale
Anlagerungstemperatur der Primer zu explorieren, wurden fur jedes Primer-Paar
Temperaturgradienten zwischen 58 und 64 °C erstellt. Angestrebt wurde die Tem-
peratur, bei der die Amplifikation des gewlinschten Amplikons maximal und die Produk-
tion unerwiinschter Nebenprodukte minimal waren. Die PCR-Produkte wurden mithilfe

von Acrylamid-Gelelektrophorese visualisiert und tber die Amplikonlange validiert.

3.2.2.11 Acrylamid-Gelelektrophorese
Um die Grolke der PCR-Produkte zu bestimmen und unspezifische Produkte sowie

Primer-Dimer zu visualisieren, wurde ein 7,5%iges Acrylamidgel verwendet.

Nachdem die Glasplatten grindlich mit 70%igem Ethanol gereinigt worden waren,
wurden sie in den Giellrahmen gespannt und dieser im Giel3stander befestigt.
AnschlieRend wurden in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen pro Gel zunachst 1,9 mi
Bisacrylamid-Acrylamid 40 mit 8,1 ml 1X TBE gegeben, invertiert und daraufhin 100 pl
APS 10 % und 10 pl TEMED hinzugefugt. Erneut wurde 2- bis 3-mal invertiert. 10 ml des
angemischten Gels wurden zwischen die Glasplatten gegossen, der Plastikkamm
eingesetzt und das Gel fur 20 min polymerisiert. 10 - 12,5 pl der PCR-Produkte wurden
mit 2,5 pl 6X Purple Dye vermischt und kurz zentrifugiert. AnschlieRend wurden die
Glasplatten in die Gelkammer eingesetzt, der Kamm entnommen und die Taschen mit
den Proben beflllt. Zur GréRenbestimmung der Amplikons wurden die Langenstandards
Hyperladder 1 kb und GeneRuler Low Range verwendet. Die Gelelektrophorese wurde
bei 100 V fir 60 min bei Raumtemperatur durchgefihrt. Im Anschluss wurden die Gele

far 15 min in Ethidiumbromid gefarbt und mit dem GelDoc-System visualisiert.

55



Material und Methoden

3.2.2.12 RT-PCR als Pra-Amplifikation vor RT-qPCR

Aufgrund der geringen Expression der zu untersuchenden mRNAs musste vor der
Evaluation der Primer-Effizienzen mittels Standardkurven zunachst eine Pra-
Amplifikation in einer Endpoint-RT-PCR durchgefihrt werden. Die dabei amplifizierten
PCR-Produkte wurden anschlieRend als Substrate in cDNA-Verdinnungsreihen
eingesetzt. Eine verlassliche Evaluation mittels Standardkurven von 10-fachen Verdin-

nungsreihe der cDNA war sonst bei Ct-Werten > 30 nicht mdglich.

Um die Produkte mdglichst effizient und fehlerfrei zu amplifizieren, wurde die Tag-
Polymerase dabei durch die Phusion Polymerase ersetzt. Diese besitzt eine hdhere
Genauigkeit und Produktausbeute. Zudem zeigt sie 3’-5’-Exonuklease-Aktivitat, wodurch
der neu synthetisierte DNA-Strang Korrektur gelesen wird, Nukleotid-Mismatches
korrigiert werden kénnen und somit die Fehlerrate sinkt. Dies war in der Pra-Amplifikation
besonders wichtig, da die PCR-Produkte als Substrate in der qPCR eingesetzt werden

sollten. Die verwendete cDNA entstammte einer RT mit Random Primern.

Reagenz Volumen
5X Phusion Puffer 10 pl
dNTP 10 mM 1l
Primer forward 10 uM 2,5 ul
Primer reverse 10 pM 2,5 ul
Phusion Polymerase High Fidelity 0,5 ul
cDNA unverdiinnt (aus 20 pl RT-Reaktion) 2yl
ddH20 31,5 yl

Fir jedes Primer Set wurde eine eigene Pra-Amplifikation durchgefihrt, da sich die
Amplikonsequenzen der verwendeten Primersets teilweise Gberlappten und es somit bei
Multiplex-Ansatzen zu fehlerhaften Produkten in der RT-PCR hatte kommen kdnnen.
Somit wurde bei mehreren Reaktionen zunachst ein Mastermix ohne Primer und cDNA
erstellt, der im nachsten Schritt aufgeteilt und mit den entsprechenden Primer-Sets
versetzt wurde und zuletzt wurde die cDNA hinzugefligt. Es wurde das vom Hersteller
empfohlene Protokoll verfolgt. Da aus zuvor erfolgten RT-qPCR Analysen der Spleif3-
varianten die Ct-Werte bekannt waren, konnte fur die Endpoint-RT-PCR eine Zyklus-
anzahl von 35 gewahlt werden, bei der sich die Amplifikation der Produkte im

exponentiellen Bereich befand.
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Temperatur Zeit (min)

98 °C 00:30

98 °C 00:10 35 Zyklen
60 °C (bzw. 62 °C bei Primer Set 10) 00:20

72°C 00:15

72°C 05:00

Die PCR-Produkte wurden anschlief3end mithilfe eines Acrylamidgels auf die erwartete
Amplikonlange und unspezifische Produkte tUberprift und fur die Verwendung in der RT-

gPCR aufgereinigt.

3.2.2.13 PCR-Aufreinigung

Um die PCR-Produkte der Pra-Amplifikation als Substrat fir die RT-qPCR verwenden
zu kénnen, mussten die PCR-Proben aufgereinigt werden, damit Primer, dNTPs und
Salze entfernt wurden, die die RT-gPCR beeinflussen kénnten. Dafir wurde das
GenelJet PCR Purification Kit von Thermo Fisher verwendet und das Protokoll des Her-
stellers befolgt. Anschlieffend wurde die DNA in 25 pl Elutions-Puffer eluiert. Die Konta-
mination durch verbliebene Primer liel3 sich in der sich anschlieRenden gPCR mithilfe
einer noPrimer-Kontrolle eruieren, in die beim Ansetzen der qPCR-Reaktion keine
Primer hinzugefigt wurden. Da diese keine Amplifikation durch eventuell zurlck-
gebliebene Primer aus der Endpoint-PCR zeigte, wurde somit die ausreichende

Aufreinigung bestatigt.

3.2.2.14 Quantitative Real-time PCR (RT-qPCR)
Nachdem die Primer in der PCR an gDNA validiert waren, wurden sie in der RT-gPCR
gepruft, optimiert und zur Untersuchung der Spleil3variantenexpression verwendet. Die

reverse Transkription der RNA wurde zuvor wie oben beschrieben durchgefuhrt.

Die quantitative Real-time PCR ist eine Methode zur Detektion und Quantifizierung von
Nukleinsauren. Dabei wird eine Standard-PCR von meist 40 Zyklen durchgefiihrt und
mithilfe von interkalierenden Farbstoffen, beispielsweise SYBR Green, anhand der
kontinuierlichen Messung der Fluoreszenzemission die Menge der amplifizierten dsDNA
quantifiziert (Harshitha und Arunraj, 2021). Die Kurve ist dabei charakteristisch
sigmoidal. Zur relativen Quantifizierung von verschiedenen Proben verwendet man den
Ct-Wert (engl. cycle threshold). Dies ist der Zyklus, bei dem das gemessene
Fluoreszenzsignal die exponentielle Phase erreicht und somit die (artifiziell gewahlte)
Schwelle des Hintergrundes Ubersteigt. Je friher dieser Wert erreicht wird, je kleiner

also der Ct-Wert, desto hoher ist die Menge der Ausgangsprobe und somit die
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Expression des untersuchten Gens (Harshitha und Arunraj, 2021). Die Ct-Werte folgen
aufgrund der Verdopplung der DNA-Menge in jedem Zyklus der PCR einer

logarithmischen Skala mit der Basis 2.

Daruber hinaus ist es moglich anhand von Schmelzkurvenanalysen die Charakteristika
der amplifizierten Produkte zu untersuchen. Schmelzkurven werden am Ende der gPCR-
Reaktion erhoben. Dabei wird graduell die Temperatur erhéht und beim Zerfall der
doppelstrangigen Produkte der Abfall der gemessenen Fluoreszenz detektiert. Je nach
Lange der Produkte und Bindungskraften der Basen der DNA ,schmelzen® dabei die
Produkte bei niedrigeren oder hoéheren Temperaturen. Primer-Dimere sind
beispielsweise kiirzer als die erstrebten Amplikons, das Fluoreszenzsignal fallt also
bereits bei niedrigeren Temperaturen steiler ab. Hingegen kann bei steilen Kurven mit
Schmelzspitzen bei hoheren Temperaturen auf die Amplifikation eines einzelnen
Produktes bzw. von Produkten mit gleicher Schmelzkinetik geschlossen werden
(Harshitha und Arunraj, 2021).

Fir eine RT-gPCR wurden die Reaktionsansatze immer an einer sterilen Bank unter
stetiger Luftzirkulation auf Eis pipettiert. Pro 10 ul Reaktion beinhaltete der Ansatz

folgende Reagenzien:

Reagenz Volumen

SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix 5l

Primer forward 10 uM 0,3 ul
Primer reverse 10 pM 0,3 ul
cDNA Verdiinnung 3l

ddH:0 1,4 pl

Sollten mehrere verschiedene Primer Paare in einem Reaktionsdurchlauf getestet
werden, wurde zunachst ein Mastermix aus SSoAdvanced Universal SYBR Green
Supermix und Wasser erstellt, dieser dann aufgeteilt und verschiedene Mastermixe mit
den jeweiligen Primern erstellt. Diese Mastermixe wurden anschlieend in eine 96-Well
PCR-Platte pipettiert, abschlieRend die cDNA hinzugefligt und durch vorsichtiges Auf-
und Abpipettieren gut gemischt. Die Well-Platte wurde anschlieRend fir 1 min
zentrifugiert, um Luftblasen im Ansatz zu minimieren. Die RT-qPCR-Reaktion wurde im
BioRad CFX Connect Real-Time PCR Detection System mit folgendem Protokoll
durchgeflhrt:
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Temperatur Zeit (min)

95°C 00:30

95°C 00:03 40 Zyklen
62 °C 00:30

65°C-85°C 0,5 °C Inkrement, 00:05

Die Produkte wurden anschliefiend auf Spezifitat untersucht, indem die Schmerzkurven
analysiert wurden und die Produktldangen auf einem Acrylamidgel mit den erwarteten

Amplikonlangen verglichen wurden.

3.2.2.15 Primer Effizienz Bestimmung mittels Standardkurven

Zur Prufung der Primer-Effizienz kdnnen Standardkurven durchgefiihrt werden. Da die
Expression der untersuchten mRNAs gering war (Ct-Werte > 30), wurde zunachst in
einer Endpoint-PCR eine Pra-Amplifikation der Zielprodukte durchgefiihrt, um genug
Ausgangssubstrat fir 10-fache Verdinnungsreihen zu generieren (3.2.2.12). Die cDNA-

Verdunnungen wurden folgendermafien hergestellt:

Zielkonzentration Zusammensetzung

1 cDNA aus RT (= stock)
10" 2 ul stock + 18 pl ddH0
102 2 ul 107"+ 18 pyl ddH,0
103 2 ul 102 + 18 ul ddH,0
10 2 ul 107 + 18 ul ddH,0
10° 2 ul 10 + 18 ul ddH,0

Diese cDNA-Verdunnungen wurden dann in jeweils mindestens zwei technischen

Replikaten in der RT-qgPCR verwendet.

Um die Effizienz der Reaktion zu erheben, wurden die Ct-Werte der einzelnen
Verdinnungen in einer logarithmischen Skala aufgetragen. Es ergab sich eine lineare
Regressionskurve durch die Datenpunkte. AnschlieRend wurde die Steigung (engl.
slope) der Geraden berechnet. Der Wirkungsgrad bzw. die Effizienz (E) wurde anhand

der Steigung mit der folgenden Gleichung berechnet:

-1
Steigung

E = 107( )-1

Fir eine Primer-Effizienz von 100 %, entsprechend einer Verdopplung der PCR-
Produkte in jedem Zyklus (E = 1), betragt die Steigung -3,32. Durch die logarithmische

Auftragung der Ct-Werte entspricht dies auch einem ACt der Amplifikationskurven von
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ungefahr 3,32. Eine Reaktion sollte eine Effizienz von 90 - 110 % haben, dies entspricht

einer Steigung der Geraden zwischen -3,58 und -3,10 (Bradburn, 2021).

R2-Wert: Der R2-Wert ist der Korrelationskoeffizient einer 10-fachen Verdinnungs-
Standard-Kurve mit mindestens zwei technischen Replikaten pro Verdiinnungsschritt. Er
sollte > 0,99 betragen (Bradburn, 2021).

3.2.3 Arbeiten mit HCV Plasmid

3.2.3.1 Plasmidpréparation und Restriktionsverdau

Das Plasmid JC1 war in vorherigen Arbeitsschritten durch Transformation kompetenter
E. coli amplifiziert worden. Nachdem die Bakterien vorher Gber Nacht (8 - 12 Stunden)
bei 37 °C gewachsen waren, wurden sie durch Zentrifugation pelletiert und mithilfe des
GeneJET Plasmid Maxiprep Kits lysiert und das Plasmid wurde isoliert (durchgefihrt
durch M. Khajouei, M.Sc., AG Niepmann). Um es fir weitere Methoden aufzubereiten,
musste das Plasmid anschlielend geschnitten werden, um die zirkulare DNA in eine

lineare DNA zu konvertieren.

Jede Reaktion beinhaltete 100 yl Ansatz mit 10 ug DNA-Plasmid. Pro 1 yg DNA-Plasmid
wurde 1 yl Enzym MIul-HF bendtigt. Die bendtigte Menge Plasmid wurde folgender-

mafien berechnet:

Benotigte Menge Plasmid
Konzentration Plasmid

Volumen DNA-Plasmid =

Der Ansatz beinhaltete also:

Reagenz Volumen

rCutSmart Puffer 10 pl

DNA Plasmid Je nach Konzentration (Zielmenge 10 pg)
Enzym (Mlul-HF) 10 pl

ddH:0 Auffiullen auf 100 pl

Das Reaktionsgemisch wurde bei 37 °C iber Nacht im Heizblock inkubiert. Am nachsten
Tag wurde 1 pl Proteinase K hinzugefligt und eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert.
Um die erfolgreiche Restriktion zu Uberprifen, wurden anschlielend 3 ul des Reaktions-
gemisches entnommen und neben 250 ng ungeschnittenem DNA-Plasmid auf ein
1%iges Agarosegel geladen (1X TBE, 50 ml pro Gel, 3 ul Reaktionsgemisch + 6 ul BX
Dye 1:10) und fur 45 min bei 120 V laufen gelassen. Die Reaktion wurde mit einer
Phenol-Chloroform-Extraktion beendet und die DNA Gber Nacht bei -20 °C mit Natrium-

Acetat und Isopropanol gefallt. Am nachsten Tag schloss sich eine Aufreinigung des
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Pellets mit 75%igem Ethanol an (3 x) und die DNA wurde in 25 pl RNase-freiem Wasser
geldst. Nachdem die Konzentration bestimmt worden war, konnte das geschnittene

Plasmid in einer In-vitro-Transkription verwendet oder bei -20 °C gelagert werden.

3.2.3.2 In-vitro-Transkription

Das zuvor praparierte und geschnittene HCV Plasmid JC1 wurde mithilfe der T7-RNA-
Polymerase in vitro transkribiert. Diese DNA-abhangige RNA-Polymerase stammt
ursprunglich aus dem E. coli befallenen Phagen T7 und bendtigt zur Initiation die
Promotorsequenz TAATACGACTCACTATA, die sich direkt vor der zu transkribierenden
Sequenz auf dem Plasmid befindet. Damit ein mdglichst exaktes 3-Ende der RNA
erzeugt werden kann, befindet sich hinter der zu transkribierenden Sequenz ein
Hepatitis-delta-Virus (HDV) Ribozym, das exakt vor seiner eigenen Sequenz in der
transkribierten RNA spaltet, sowie wiederum dahinter der T7-Terminator. Die
Schnittstelle fir das Restriktionsenzym, das wahrend der zuvor stattgefundenen

Restriktion zur Linearisierung verwendet wurde, liegt hinter dem T7-Terminator.

Der Reaktionsansatz der In-vitro-Transkription enthielt neben dem linearisierten und
aufgereinigten DNA-Template (s. 3.2.3.1) den Transkriptionspuffer, Magnesiumchlorid,
Ribonukleosidtriphosphate, DTT (ein reduzierendes Reagenz, das die Aktivitat des
Enzyms optimiert), RNase-freies Wasser und RNase-Inhibitor zum Schutz der ent-
stehenden RNA vor enzymatischem Abbau. Ein 50 pl Transkriptionsansatz hatte die

folgende Zusammensetzung:

Volumen Stammlésung | Endkonzentration
Gesamtvolumen 50 pl
ddH:0 Xl
Transkriptionspuffer | 5 pl 10X 1X
rNTPs 7,5 pl (jeweils 1,9 pl) | 25 mM 3750 uM
DTT 0,5 ul 1000 mM 10 mM
DNA Template Xul X ug/ul 30 pg/mi
T7-RNA-Polymerase | 1 pl 50 U/pl 1 U/l
RNase Inhibitor 0,5 ul 40 U/ul 0,16 U/ul
MgCl: 5l 50 mM 5 mM

Je nach Konzentration des aufgereinigten linearisierten DNA-Plasmids wurde die
eingesetzte Menge pro Reaktionsansatz berechnet, sodass eine Endkonzentration von

30 pg/ml vorlag. AbschlieRend wurde mit Wasser auf 50 ul Volumen aufgefllt.
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Nach grindlichem Mischen wurden 49 ul des Ansatzes in ein steriles Eppendorf-
Reaktionsgefald uberfihrt und mit 1 pl T7-Polymerase versetzt. Die Inkubation erfolgte
bei 37 °C fir 2 Stunden. Anschlieend wurde die Reaktion 20 min bei -20 °C abgekiihlt,
um kurzere "run-off"-RNAs durch die gleichzeitige Aktivitat der RNA-Polymerase und der
nachfolgend eingesetzten DNase zu erhalten, und dann mit Turbo DNase fir 30 min bei
37 °C verdaut.

3.2.3.3 DNase-Verdau

Um die in der Probe enthaltene DNA zu entfernen und sie als Storfaktor in nach-
folgenden Reaktionen zu eliminieren, wurde der Transkriptionsansatz mit Turbo DNase
behandelt. Diese spaltet doppelstrangige DNA unspezifisch zu 5'-phosphorylierten
Oligodesoxynukleotiden, zeigt dabei eine erhdhte Aktivitat und Effizienz als herkdmm-

liche DNase 1 und bleibt bei Vorhandensein von Salzen aktiv.

Es wurden 2 ul Turbo DNase zum abgekiihlten Reaktionsansatz gegeben und die Probe
fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Daraufhin folgte eine Aufreinigung mit dem NEB Monarch
RNA Clean Up Kit nach den Herstellerinstruktionen. Die RNA wurde in 25 yl ddH.0
eluiert, die Konzentration gemessen und der Erfolg der Transkription mithilfe einer
Agarose-Gelelektrophorese geprift (0,8 % Agarosegel, 1X TAE-Puffer). 1 ul der RNA
wurde mit 10 yl BX Dye (1:10) versetzt, 10 min bei 65 °C erhitzt, um Sekundarstrukturen

zu lésen, und dann fur 50 min bei 120 V und 4 °C im Gel laufen gelassen.

3.2.3.4 miRNA-122 Hybridisierung
Bevor die miRNA-122 in die Huh-7 Zellen transfiziert wurde, mussten die miRNA-

Einzelstrange zunachst hybridisiert werden. Folgende Sequenzen wurden verwendet:
miR-122 mat: 5'-(phos) UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG-3;
miR-122*: 5'-(phos) AACGCCAUUAUCACACUAAAUA-3'

Der (partielle) Doppelstrang wurde hergestellt, indem gleiche Mengen des miRNA-122
"Guide"-Strangs ("mat" fur "mature") und des komplementaren "Passenger"-Strangs
(mit * gekennzeichnet) in einen Thermocycler gegeben wurden und die Temperatur
kontinuierlich von 90 °C auf 4 °C (1 °C pro Minute) gesenkt wurde. Dieser partielle
Doppelstrang ist in der Zelle das Substrat fur die Entwindung durch Argonaute-2-Protein
und der "Guide"-Strang wird dann vom Argonaute-Protein als Sonde fur Detektion der
Ziel-(m)RNA verwendet.

3.2.4 Proteinbiochemische Methoden

Der Western Blot ist ein Verfahren zum Nachweis spezifischer Proteine, die aus Zellen

oder Geweben extrahiert wurden. Diese werden aufgrund ihrer GréfRe in einem
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Acrylamidgel durch Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlie3end auf eine Membran
Ubertragen (,geblottet*). Durch Hinzugeben eines spezifischen Primarantikorpers, der
das Protein auf der Membran bindet, und nachfolgend eines Sekundarantikdrpers, der
den Primarantikérper bindet und anschlieBend durch eine enzymatische Reaktion
sichtbar gemacht werden kann, wird das gesuchte Protein nachgewiesen (Holschbach,
2024). In einem reduzierenden Western Blot werden die Proteine denaturiert und
reduziert (meist mit SDS), um die Disulfidbriicken aufzubrechen, die Proteine zu
linearisieren und somit im Gel eine Trennung nach Molekulargewicht zu ermdglichen. In
einem nativen Western Blot hingegen verbleiben die Proteine in ihrem nativen Zustand
(Holschbach, 2024).

Nach der Transfektion wurde mittels Western Blot Uberprift, ob die virale RNA in den
Zellen erfolgreich translatiert wurde. Daflir wurde die viruseigene Protease NS3, die
neben anderen Nicht-Strukturproteinen fir den viralen Lebenszyklus bendtigt wird, in

einem Western Blot nachgewiesen.

3.2.4.1 Lyse der Zellen

Es wurde zunachst 1 ml Protein Inhibitor zu 6 ml RIPA Lyse-Puffer gegeben und das
Gemisch auf Eis gekuhlt. Die transfizierten Zellen in der 6-Well-Platte wurden zweimal
mit kaltem PBS gewaschen und anschliefend wurde pro Well 350 ul Lyse-Puffer
hinzugeflgt. Die Zellen wurden fur 15 min unter stetigem Schwenken auf Eis inkubiert
und das Zelllysat anschlielend griindlich auf- und abpipettiert, bevor es in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald Uberfuhrt wurde. Wieder wurde das Lysat fur 15 min auf Eis inkubiert
und anschlieRend bei 4 °C bei 14.000 rpm fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
in ein frisches Reaktionsgefald uberflhrt und fir den weiteren Prozess auf Eis gehalten
oder bei Durchfihrung des Western Blot zu einem spateren Zeitpunkt bei -40 °C

gelagert.

3.2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um die Proteine nach GroRRe zu separieren, wurden sie in einem Acrylamidgel mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt (SDS-PAGE). Um eine Spannweite der Proteingrofien
von 10 bis 250 kDa abbilden zu kdnnen, wurde ein Gel mit einem Konzentrations-
gradienten angefertigt, der von sich von 6 % bis 20 % erstreckte. Fir das Beflllen der
Taschen des Gels wird dem Gradientengel ein separates Sammelgel aufgelagert, damit
die Proteine in ihrem Puffer wahrend der Elektrophorese alle zur gleichen Zeit in das
separierende Gel eintreten. Es wurden jeweils ein Gel fur die Positivkontrolle GAPDH
und ein Gel fir das gesuchte Protein NS3 angefertigt. Dabei wurden die folgenden

Reagenzien verwendet (Mengen fur 2 Gele):
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20 % Trenngel: 6 % Trenngel:
Reagenz Volumen Reagenz Volumen
ddH:0 0,5 ul ddH-,0 4,2 yl
30 % Acrylamid 5,33 ml 30 % Acrylamid 1,6 ml
1,5 M Tris pH 8,8 2 mi 1,5 M Tris pH 8,8 2 mi
10 % SDS 80 ul 10 % SDS 80 pl
10 % APS 80 pl 10 % APS 80 pl
TEMED 8 ul TEMED 8 ul

Die Reagenzien wurden jeweils in einem 50 ml Reaktionsgefal3 vermischt. Um den
Gradienten herzustellen, wurden zunachst mit einer 10 ml Pipettenspitze mit dem
Pipetboy 4 ml des 6 % Gels aspiriert und anschlieRend in dieselbe Pipette 4 ml des
20%igen Gels gezogen, sodass sich das hoher konzentrierte Gel in der Pipette unter
dem niedriger konzentrierten befand. Durch Aspirieren einer Luftblase, die durch die
Pipettenspitze nach oben aufsteigt, wurde eine teilweise Durchmischung der beiden
Konzentrationen erreicht und das Gradientengel anschliefiend zwischen die beiden
vorbereiteten Gieliplatten (s. 3.2.2.11) bis ca. 1,5 cm unter den oberen Rand gefilllt,
wobei sich ein recht guter Gradient ausbildet. Um eine Austrocknung wahrend des

Polymerisierens zu verhindern, wurde dem Gel eine Schicht Isopropanol aufgelagert.

Das 6%ige Sammelgel wurde folgendermalen hergestellt (Menge fur 2 Gele):

Reagenz Volumen
ddHz0 2,6 ml

30 % Acrylamid 1 ml

0,5 M Tris pH 6,8 1,25 ml
10 % SDS 50 pl

10 % APS 50 pl
TEMED 5ul

Nachdem das Trenngel polymerisiert war, wurde der Isopropanol abgegossen, das
Sammelgel eingeflllt und ein Gelkamm (10 wells, 1,5 mm) eingebracht. Das Zelllysat
wurde mit 4x Laemmli Puffer versetzt (30 pl Lysat + 10 pl Laemmli Puffer) und fir 5 min
bei 95 °C gekocht, um sicherzustellen, dass alle Proteine denaturiert wurden.
AnschlieRend wurden die Proben auf Eis gehalten, bis sie in das Gel gegeben wurden.

Fir die Proben zur Detektion von NS3 wurden jeweils 25 - 30 ul pro Tasche geladen, flr
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die Positivkontrolle GAPDH wurden jeweils 10 pl geladen. Die Gelelektrophorese
erfolgte bei 100 V bei Raumtemperatur fur 1,5 bis 2 h, bis der blaue Farbstoff

(Bromphenolblau) das Gel verlassen hatte.

3.2.4.3 Western Blot

Nachdem die Proteine in der Gelelektrophorese nach ihrer GréRe aufgetrennt wurden,
sollten sie durch die Ubertragung auf eine Nitrozellulose-Membran immobilisiert werden.
Dabei wird elektrischer Strom eingesetzt, durch den die Proteine aus dem Gel auf die

Membran transferiert werden (,Blot®).

Nach der Elektrophorese wurden die Gele aus den GielRplatten mobilisiert und das

Sammelgel vorsichtig abgeschnitten. Es wurde ein ,Sandwich® bestehend aus
Schwamm - 2 x Filterpapier - Gel - Nitrozellulosemembran - 2 x Filterpapier - Schwamm

in der Transferkassette angelegt, dabei wurden die einzelnen Komponenten (aul3er das
Gel) stets vorher in Transferpuffer angefeuchtet. Wichtig war sicherzugehen, dass keine
Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten eingeschlossen wurden. Dafiir wurde am
Ende mit einer Blot-Rolle vorsichtig tber das letzte Filterpapier gerollt. Die Transfer-
kassette wurde in den Kassettenhalter eingespannt und dieser in den Transfertank
gestellt, welcher mit eiskaltem Transferpuffer aufgeflllt wurde. Zusatzlich wurde ein
Kuhlpaket im Tank deponiert. Der Transfer erfolgte bei 4 °C bei 280 mA fir 90 min. Dabei
wandern die mit SDS negativ geladenen Proteine aus dem Gel Richtung Plus-Pol auf

die Membran.

Abbildung 9: Aufbau eines “wet tank” Transfers.

Schwamm

Filterpapier
Filterpapier

Gel
Nitrozellulosemembran
Filterpapier
Filterpapier

Schwamm

3.2.4.4 Immunochemie zur Detektion der Proteine
Nach dem Blot wurde die Membran vorsichtig entnommen und tGber Nacht bei 4 °C bei

stetigem Schwenken in Blocking Losung inkubiert. Diese sorgte durch den Gehalt an
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Milchpulver fir eine homogene Beschichtung der Membran mit Proteinen, wodurch die
unspezifische Bindung der Nachweisantikdrper im nachsten Schritt blockiert und somit

das Hintergrundsignal reduziert werden sollte.

Die Antikdrper wurden jeweils in einer Losung aus 9 ml PBST 0,1 % und 1 ml Blocking-
Lésung gelost (NS3 1:1.000, GAPDH 1:5.000, HRP 1:10.000). Die Ldsungen der
Primarantikorper konnten insgesamt 3-mal verwendet werden und wurden nach
Verwendung bei 20 °C gelagert. Der Sekundarantikérper Meerrettich-Peroxidase

(Horse-Radish-Peroxidase, HRP) wurde immer frisch angemischt.

Nach der Inkubation wurde die Membran fir 1,5 h mit dem Primarantikdrper bei
Raumtemperatur unter standigem Schwenken inkubiert und anschlielend 3-mal mit
0,1 % PBST fur jeweils 10 min gewaschen. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit dem
Sekundarantikorper, der den Primarantikdrper bindet. Wieder wurde die Membran im

Anschluss 3-mal mit 0,1 % PBST gewaschen.

Um die Membran zu entwickeln und die Proteine sichtbar zu machen, wurde sie fur 5 min
in 500 pl Luminol-Lésung und 500 ul Peroxid-Losung inkubiert und anschlieend mit
dem BioRad ChemiDoc visualisiert. Dabei macht man sich die enzymatische Aktivitat
der Meerrettich-Peroxidase zunutze, die an den Sekundarantikdrper gekoppelt ist und
durch die Zugabe der Entwicklerldésung durch Chemilumineszenz detektiert werden

kann.

3.2.5 Statistik

3.2.5.1 Delta-delta Ct-Methode

Fir die Berechnung der relativen GPR55 mRNA Expression aus den Daten der RT-
gPCRs wurde die delta-delta-Ct Methode verwendet, die 2001 von Schmittgen und Livak
entwickelt wurde (Livak und Schmittgen, 2001):

Relatives Genexpressionslevel = 2*-AACt

Fir eine genaue Beschreibung der Herleitung wird auf die Originalpublikation verwiesen
(Livak und Schmittgen, 2001). In dieser Arbeit wurde GAPDH als Housekeeping Gene
in der RT-qPCR verwendet.

3.2.5.2 Mann-Whitney Test

Zur statistischen Auswertung der Genexpressionsanalysen wurde der Mann-Whitney-
Test fur nicht-normalverteilte Stichproben im Programm GraphPad PRISM verwendet,
da dieser Test (im Gegensatz zum "students-t-test") auch fur Stichproben, deren
Elemente nicht normalverteilt sind, angewendet werden kann. Das Signifikanzniveau
betrug 0,05.
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3.2.6 Bioinformatische Methoden

3.2.6.1 Sequenzanalysen und Alignments
Die Sequenzanalysen und Alignments der Gene und mRNA Spleivarianten wurden mit

dem Programm SnapGene durchgefihrt.

Far Inc-ITM2C-1, GPR55 und ITM2C-1 wurden die einzelnen Sequenzen den jeweiligen
Datenbanken als FASTA Sequenzen entnommen und als neue Datei in SnapGene
eingelesen. Weitere Untersuchungen beinhalteten so genannte Alignments (engl. fur
»2Ausrichtung“ von Sequenzen, aneinander oder an einer Referenz-Sequenz), wobei
zwei oder mehr Sequenzen miteinander verglichen wurden und dieser Vergleich optisch
dargestellt wurde. Aufllerdem konnten mehrere Sequenzen mit einer einzelnen
Referenzsequenz verglichen werden. Letztere Methode wurde u. a. fir die Exon-
Analysen verwendet. Das jeweilige Gen wurde als Referenzsequenz im Programm
angegeben und daran die einzelnen cDNAs ,aligned®. Die ausgesparten Bereiche in den
cDNAs im Alignment stellten die Introns dar, da diese wahrend der RNA-Prozessierung
entfernt wurden und somit in mRNA und cDNA nicht mehr vorhanden waren. Somit
konnten Ubersichten (iber die Exon-Lokalisationen der einzelnen SpleiRvarianten erstellt

werden und die Varianten miteinander verglichen werden.

Exon 1 Exon 2

A Intron
GPR55 mRNA I 1

|||||| 3 = 3

GPR55 Gen

T T T T T
53.884 bp 10.000 20.000 30.000 40.000 50.000

Abbildung 10: Beispiel einer Darstellung eines Alignments der mRNA SpleiRvariante 3 an das GPR55 Gen.

Die Exons sind als rote Balken dargestellt, da in der prozessierten mRNA die Introns bereits entfernt wurden,

ist dieser Bereich als ,leerer Balken® dargestellt.

3.2.6.2 Primer-Design

Um moglichst spezifische Primer zu entwickeln, wurden einige Kriterien bertcksichtigt.
Die Primer sollten zwischen 18 und 24 Nukleotide beinhalten. Je nach GC-Gehalt
wurden sie langer oder kurzer gestaltet, damit die Schmelztemperaturen der jeweils
verwendeten Primer mdglichst ahnlich waren. Eine sogenannte ,GC-Clamp®, bestehend
aus 1 - 2 Guanin- oder Cytosin-Nukleotiden am 3‘- und 5'-Ende der Primer, sollte eine
moglichst starke Bindung an den Primer-Enden férdern. Vor allem am 3'-Ende, wo die
DNA-Polymerase an die Primer bindet, sollte die Bindung zum Template mdglichst stark
und spezifisch sein. Es wurde ein GC-Gehalt von 40 - 60 % sowie eine ausgeglichene
Verteilung der A/T und G/C Paare angestrebt. Langere Wiederholungen von einzelnen
Nukleotiden wurden vermieden, um Mispriming zu minimieren. Die Schmelztempera-

turen der Primer sollten idealerweise 5 - 20 °C niedriger als die Elongationstemperatur
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der verwendeten Polymerase sein. Zwei Primer, die als Paar zusammen in der PCR
verwendet wurden, sollten maximal eine Differenz der Schmelztemperaturen von 2 °C

vorweisen.

Mitdem IDT Tool OligoAnalyser (Integrated DNA Technologies, 2024) wurden die Primer
auf Haarnadel-Formationen, Eigen-Komplementaritdt und Heterodimere Uberprift.
Dabei wurden in der Dimer-Analyse DeltaG Werte von 0 bis -9 kcal/mol angestrebt.
Somit wurde die Gefahr minimiert, dass Primer-Paare komplementare Regionen
besallen. Zur Vermeidung von Antisense-Aktivitat wurden bestimmte Nukleotidabfolgen
vermieden, wie beispielsweise GGGG, ACTG, TAA, CCGG und AAA.

Die Einzigartigkeit und Spezifitdt der Primer wurde mithilfe der Online-Ressource
Nucleotide-BLAST (= Basic Local Alignment Search Tool) Uberprift (NCBI, 2022a).
Dabei wird die Primer Sequenz auf Vorhandensein im gesamten humanen Genom sowie
Transkriptom dberprift, um im Vorfeld artifizielles Priming auf ungewlinschten Genen
oder Genombereichen zu entdecken und dann im Nachgang durch weitere Variation der
Primer zu vermeiden. Aufgrund der Ergebnisse der BLAST-Untersuchungen wurden
dann solche Primer-Kandidaten ausgeschlossen, die mehr als 80 % Ubereinstimmung
mit unerwlinschten Sequenzen des humanen Genoms oder Transkriptoms besalen.
Besonders am 3’-Ende wurde auf Einzigartigkeit und Spezifitat des Primers fir die zu
untersuchende gewinschte Sequenz geachtet, da dort die DNA-Polymerase ansetzt
und amplifiziert. Weiterhin wurden maégliche unerwiinschte Amplikons ausgeschlossen,
indem das PCR-Produkt in silico untersucht wurde. Daflir wurden NCBI Primer-BLAST
(NCBI, 2022b) sowie UCSC In-Silico PCR (University of California Santa-Cruz, 2024)

verwendet.

Um die unerwiinschte Amplifikation von genomischer DNA in der PCR zu vermeiden,
wurde weiterhin versucht, die Primer, sofern mdglich, auf Exon-Exon-Grenzen im
gewinschten Gen zu platzieren (,Exon-Exon-Junction-Primer®) oder Forward und
Reverse Primer in zwei verschiedenen Exons anzuordnen (,Intron-spanning Primer*),
damit durch das Intron die zu amplifizierende Sequenz sich auf DNA-Ebene als zu lang
fur die DNA-Polymerase darstellte. Da die GPR55 mRNA SpleilRvarianten jedoch nur
2 - 3 Exons beinhalteten, gestaltete sich das Design von spezifischen Primern auf Exon-
Exon-Grenzen schwierig und konnte aufgrund von mangelnder Spezifitat der

Oligonukleotide nur selten eingehalten werden.
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3.2.7 Textverfassung und Literaturverwaltung

Die vorliegende Arbeit wurde in Microsoft Word (Microsoft Corporation, Version 16.91)
verfasst. Zur Literaturverwaltung und -verarbeitung sowie zum Zitieren wurde das Open-

Source Programm Zotero (Digital Scholar, Version 6.0.37) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Gesamt-RNA-Extraktion

41.1 Qualitative Anforderungen an die RNA-Proben und Methoden zur
Qualitdtsbestimmung

Da angenommen wird, dass sowohl die GPR55 mRNA als auch Inc-ITM2C-1 nur in sehr
geringen Mengen exprimiert werden (s. 1.2.1.4), war es notwendig, die Gesamt-RNA der
Zellen bei der Extraktion weitestgehend von genomischer DNA zu saubern. In den
nachfolgenden Expressionsanalysen mittels RT-qPCR wuirde sonst residuale geno-
mische DNA (gDNA) die Ergebnisse verfalschen. Um das Ausmal der Kontamination
mit gDNA in der RNA-Probe zu analysieren, wurde in jeder reversen Transkriptions-
Analyse immer auch eine "noRT"-Kontrolle ("keine RT") durchgefiihrt, bei der keine Re-
verse Transkriptase hinzugefiigt wurde und somit keine cDNA synthetisiert werden
konnte. Im Falle von Kontamination der verwendeten RNA mit gDNA wirde diese in der
nachfolgenden qPCR in der noRT-Kontrolle amplifiziert werden. So wiirden eine Amplifi-
kations- und eine Schmelzkurve sichtbar werden, die aber nicht aus der RNA stammen

konnte, die analysiert werden soll, sondern aus der verunreinigenden gDNA.

Eine weitere Anforderung an das Protokoll stellte die Extraktion einer ausreichenden
Menge an intakter RNA aus den Zellen dar. Wahrend der Hauptteil der Gesamt-RNA in
der Zelle aus tRNAs und rRNAs besteht, wird der Anteil an mRNAs auf ca. 3 - 5 %,
abhangig von der Zellart und dem physiologischen Status der Zelle, geschatzt (Alberts
et al., 2025). Deswegen ist es noétig, Degradation im Extraktionsprozess zu vermeiden,

um den geringen Anteil an mRNA bestmdglich zu extrahieren.

Die Integritadt der Gesamt-RNA sowie eventuelles Vorhandensein von gDNA wurden
zunachst visuell anhand von Agarosegelen nach Elektrophorese beurteilt. Dabei wurde
vor allem das Verhaltnis der Intensitaten von 28S und 18S rRNA und die Integritat dieser
Banden betrachtet. Diese beiden ribosomalen RNAs stellen sich als Banden in der
Grole von 5 kb und 2 kb auf dem Agarosegel dar. Die theoretische Ratio der Intensitaten
wird in der Literatur meist mit 2,7:1 angegeben, oft wird jedoch auch eine 2:1 Ratio als
Mafstab fir intakte RNA angesehen. Zu beachten ist, dass die mRNA selbst wegen
ihrer geringeren Menge und ihrer sehr heterogenen GréRenverteilung auf dem Gel nicht
sichtbar ist bzw. durch den sehr viel grofReren Anteil an rRNA Uberdeckt wird (Palmer
und Prediger, n.d.). Es wurde also angenommen, dass bei Sichtbarkeit von scharfen
28S, 18S und 5S rRNA-Banden die Gesamt-RNA, inklusive der mRNA, intakt war. RNA-
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Degradation wurde durch ,verschmierte* RNA im Hintergrund bzw. fehlende intakte

Banden auf dem Agarosegel sichtbar.

Eine Methode zur Bestimmung der Reinheit und Konzentration von RNA ist die spektros-
kopische Messung. Nukleinsduren besitzen ein UV-Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlange von 260 nm. Proteine hingegen besitzen ein UV-Absorptionsmaximum bei
280 nm, Phenol bei 270 nm. Zur Bestimmung der Reinheit wird oft das Verhaltnis der
Absorption bei 280 nm und 260 nm gebildet, die 260/280 Ratio, wobei eine Ratio von ca.
1,8 flir DNA und eine Ratio von ca. 2 fur RNA als ,rein“ gelten. Zu niedrige 260/280 nm
Ratios deuten auf eine Verunreinigung mit Proteinen oder Phenol hin. In der spektrosko-
pischen Messung kann jedoch nicht zwischen Nukleotiden, RNA, ssDNA und dsDNA
unterschieden werden, die alle bei 260 nm absorbieren (Thermo Fisher Scientific, 2011,
2008). Ebenso haben die unterschiedlichen Nukleotide innerhalb der Nukleinsduren
jeweils unterschiedliche Ratios. Die insgesamt gemessene 260/280 nm Ratio hangt

somit auch von der Komposition der Nukleinsaure in der Lésung ab (Lehninger, 1975).

Weiterhin kann die 260/230 nm Ratio gebildet werden, da einige haufige Kontaminanten
wie EDTA, Ethanol und Kohlenhydrate, die nach dem Prozess der Extraktion als
Residuen in der Nukleinsdure-L6sung verbleiben kénnen, ein UV-Absorptionsmaximum
bei ca. 230 nm besitzen. Weitere haufig gebrauchliche Reagenzien in der Extraktion sind
Guanidinium-HCI (DNA-Isolierung), das bei 230 nm absorbiert, und Guanidinium-
Isocyanat (RNA-Isolierung), welches bei 260 nm absorbiert. Das weit verbreitete TRIzol
ist eine phenolische Mischung mit Guanidinium-Isocyanat, weswegen es zwei Absorp-
tionsmaxima bei 230 und bei 270 nm aufweist und folglich in den gebrauchlichen Ratios
von 260/280 und 260/230 nicht klar zu identifizieren ist (Thermo Fisher Scientific, 2011,
2008). Kontaminationen in der RNA kdnnen zu falsch hoch gemessenen Konzentra-
tionen bei den spektroskopischen Messungen fihren, was wiederrum die bendtigten
Konzentrationen in Folge-Reaktionen beeinflusst. Letztere kénnen ebenfalls durch
inhibierende Wirkungen von kontaminierenden Reagenzien direkt negativ beeinflusst
werden. Die gebildeten Ratios der Absorptionsmaxima kdénnen nicht genau identifi-
zieren, welche Verunreinigung vorliegt. Insbesondere konnen sie nicht die Verunrei-
nigung von RNA mit DNA detektieren, da beide Nukleinsduren die gleichen Absorp-
tionsmaxima besitzen. Auch kann trotz Werten in den Referenzbereichen ein Problem in
der Probe vorliegen, z. B. wird die Degradation von Nukleinsauren schlecht erfasst.
Zusammenfassend sind Reinheitsmessungen mittels UV-Absorptionsmessungen zwar
bedingt nitzlich, um die Probenqualitat zu untersuchen, jedoch eignen sie sich bei der
RNA-Extraktion nicht zur Erfassung von gDNA sowie RNA-Degradation (Thermo Fisher
Scientific, 2008).

71



Ergebnisse

Am verlasslichsten kann die Intaktheit der RNA sowie die Kontamination mit gDNA
mithilfe nachfolgender Methoden, in diesem Fall der RT-gPCR, ermittelt werden. Dafur
wurden in jedem Durchlauf mindestens eine Positivkontrolle mit einem “Housekeeping
gene”, also einem "Haushalts"-Gen, das in den Zellen naturlicherweise hoch und weit-
gehend ubiquitér exprimiert wird, sowie eine noRT-Kontrolle eingeschlossen. In der
noRT-Kontrolle wird der RNA keine Reverse Transkriptase in der reversen Transkription
beigefiigt, somit kdnnte nur genomische DNA in der nachfolgenden PCR amplifiziert
werden. Durch die Positivkontrolle kann eine generelle Degradation der mRNA ausge-
schlossen werden, wobei dabei zu beachten ist, dass “Housekeeping genes” wie
GAPDH oder B-Actin sehr viel hdher exprimiert sind als beispielsweise GPR55 mRNA.

Durch die noRT-Kontrolle kann das Vorhandensein von gDNA kontrolliert werden.

Bei den RT-gPCRs ist die Analyse der Schmelzkurve des jeweiligen Amplikons wichtig.
Diese Schmelzkurve sollte um die Schmelztemperatur des Amplikons herum mdglichst
schmal sein und ohne "Schultern", also ohne Abschnitte mehrfach die Richtung wech-
selnder Steigung in der Kurve (Harshitha und Arunraj, 2021). Nach den RT-gPCRs
wurden die Produkte auflterdem durch Acrylamid-Gelelektrophorese auf das Vorhanden-
sein von gDNA in der noRT-Kontrolle sowie auf die korrekten Amplikonlangen geprift,
da die Schmelztemperatur eines Amplikon-Abschnittes allein streng genommen noch
nicht unbedingt auf die Amplifikation des korrekten Sequenzabschnittes schlieen lasst.
Dies lasst sich besser durch die zusatzliche Analyse der korrekten Lange des Amplikons

feststellen.

41.2 Entfernung der gDNA durch saure Phenol-Chloroform-Extraktion
und DNase Behandlung mit RNase-Inhibitor

Bevor die Untersuchungen zur Expression von GPR55 mRNA durchgefiihrt werden
konnten, wurde zunachst ein neues Protokoll zur RNA-Extraktion bendtigt, was die zuvor
beschriebenen Anforderungen an die RNA erfiilite. Das Protokoll, das zuvor verwendet
worden war, fuhrte seit Winter 2021/22 zur RNA-Degradation (s. Abbildung 11B). Als
Grund dafur wurde die Behandlung mit Turbo DNase vermutet, wobei verschiedene
frische Aliquots der DNase getestet worden waren und zum gleichen Ergebnis flhrten.
Ob die DNase selbst mit RNasen verunreinigt war oder durch die Inkubation bei 37 °C
RNasen, die aus dem Zelllysat Ubertragen worden waren, aktiviert wurden, war dabei
nicht eruierbar. Um die Degradation durch RNasen zu hemmen, wurde die Extraktion
nur noch unter Zugabe von RNase-Inhibitoren durchgefiihrt, die allerdings kostspielig
sind. Somit standen im Mittelpunkt der Optimierung des Protokolls die Reduktion von

RNasen wahrend des Prozesses und die grindliche Entfernung von gDNA, die bis dahin
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unter der Verwendung von Phenol mit einem pH-Wert von 7,5 - 8 nicht zufriedenstellend

gelungen war.

A TRIzol, 5 min Inkubation B
\Z
Phenol-Chloroform-Extraktion
\Z
Isopropanol / NaAcetat Fallung, -20 °C tber Nacht
\Z
Ethanol Aufreinigung (75 %) 2x
\Z
Turbo DNase Verdau
\Z
Phenol-Chloroform-Extraktion
\Z
Isopropanol / NaAcetat Fallung, -20 °C tber Nacht
\Z
Ethanol Aufreinigung (75 %) 2x
\Z
Lésung in ddH,0O fir 30 min

Abbildung 11: (A) Urspruingliches Protokoll zur RNA-Extraktion (B) 0,8%iges Agarosegel mit Gesamt RNA
vor DNase Verdau (links) und nach DNase Verdau (rechts) im Mai 2022.
Nach Anwendung der Turbo DNase ist eine Degradation der RNA sichtbar.

Zu Beginn der Extraktion wurde das Reagenz TRIzol verwendet. Dabei handelt es sich
um eine monophasische Lésung aus Phenol, Guanidin-Isocyanat und weiteren proprie-
taren Komponenten (Thermo Fisher Scientific, 2016). Das Prinzip beruht auf dem RNA-
Isolationsprotokoll von Chomzynski und Sacchi, das sich bereits 1987 die chaotrope
Wirkung des Guanidinium-Thiocyanats sowie den sauren pH-Wert bei der Extraktion von
reiner RNA zunutze machte (Chomzynski, 1987). Guanidiniumsalze sind chaotrope
Reagenzien und gehdren somit zu den ,strukturbrechenden® Salzen. Das bedeutet, dass
sie die Ordnung der Wasserstoffbriickenbindungen in wassrigen Lésungen stéren, was
sich ebenfalls auf im Wasser geloste Makromolekile auswirkt. Somit werden
hydrophobe Effekte verringert und die raumliche Struktur von Makromolekiilen, z. B.
Proteinen, verandert (Chemie.de, 2024; Frenking et al., 2004). Da die treibende Kraft
der Proteinfaltung, die Zusammenlagerung der hydrophoben Aminosauren im Wasser,
folglich gestort ist, werden Proteine durch Zugabe von chaotropen Salzen denaturiert.
Dies fuhrt u. a. zu einer Reduktion der enzymatischen Aktivitat und in diesem Fall zur
erwlnschten Inaktivierung von RNasen in der Lésung (Chomzynski, 1987). Dartber
hinaus stéren chaotrope Reagenzien wie Guanidin-lsocyanat die Bildung und Aufrecht-
erhaltung von Lipiddoppelschichten und erzeugen Zellstress. Auch das in TRIzol enthal-

tene Phenol bindet an die hydrophoben Aminosauren in Proteinen und denaturiert und
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inaktiviert sie dadurch. TRIzol wird somit sowohl zur Zelllyse und -homogenisierung als
auch zur Denaturierung der RNasen verwendet (Rio et al., 2010). Durch anschlieltende
Zugabe von Chloroform und Zentrifugation erfolgt die Trennung in drei Phasen, die den
Namen des kommerziell zu erwerbenden Reagenzes begriinden. Die Lésung wird sepa-
riert in eine organische, hydrophobe Phase, die Phenol, Chloroform und den in dieser
Phase I6slichen Anteil der Proteine enthalt, eine DNA-haltige Interphase und eine obere
wassrige Phase, in der die RNA gel6st ist (Thermo Fisher Scientific, 2016). Durch vor-
sichtiges Abpipettieren soll die in der wassrigen Phase enthaltene RNA von den Gbrigen
Komponenten getrennt werden, jedoch wird die Entfernung von Plasmid-DNA oder DNA-

Fragmenten aus der Interphase oft nicht vollstandig erreicht (Rio et al., 2010).

Um die gDNA-Kontamination zu reduzieren, wurde "saures Phenol" (Phenol/Chloro-
form/Isoamylalkohol 125/25/1, pH 4,5, Thermo Fisher) verwendet. Der niedrige pH-Wert
des Phenols sorgt wahrend der Phenol-Chloroform-Extraktion fir eine verstarkte
Anreicherung der DNA in der hydrophoben Phase im Vergleich zum herkdmmlichen
Phenol (pH 7,5 - 8). Grund dafr ist die fehlende Hydroxyl-Gruppe der DNA am C>-Atom
des Riboserings, weswegen das Molekll weniger polar und somit hydrophober ist im
Vergleich zur RNA, bei der die Hydroxylgruppe am C.-Atom zur verstarkten Polaritat
fuhrt. Bei niedrigem pH-Wert des Phenols sind die Phosphat-Gruppen der Nukleotide
groftenteils mit Wasserstoff-Atomen gesattigt und somit neutral, weswegen die
zusatzliche 2'-Hydroxylgruppe der RNA dann den entscheidenden Unterschied in der
Polaritat zwischen RNA und DNA begriindet. Die RNA reichert sich folglich weitgehend
in der wassrigen, polaren Phase an, wahrend die DNA weitgehend in der hydrophoben
Phase verbleibt (Xu et al.,, 2019). Bei vorsichtigem Abpipettieren des wassrigen
Uberstandes konnte somit die RNA aus der Probe isoliert werden. Die Entfernung von
Phenolriickstanden erfolgte regular durch eine Fallung mit 3 M Natrium-Acetat (pH 5,2)
Uber Nacht in Isopropanol und zweimaliges Waschen des Pellets mit 75%igem Ethanol
sowie Lésen der RNA-Praparation in ddH-0. Es schloss sich eine Behandlung mit Turbo
DNase unter Zugabe von RNase-Inhibitor an. Weiterhin erfolgten eine erneute saure

Phenol-Chloroform-Extraktion sowie die Fallung und Aufreinigung mit Ethanol.

Die Ubersicht der RNA-Extraktion mit saurem Phenol und DNase-Behandlung unter
RNase-Inhibitor Zugabe ist in Abbildung 12A dargestellt. Zwar konnte durch die
Verwendung von saurem Phenol und DNase-Verdau mit RNase-Inhibitor die
genomische DNA ausreichend entfernt und die RNA-Degradation zunachst reduziert
werden, trotzdem war das Verhaltnis der Intensitaten von 28S zu 18S rRNA im
Agarosegel zunachst nicht zufriedenstellend. Die 18S rRNA-Bande war nur sehr
schwach bzw. nicht sichtbar, und in diesen RNA-Proben konnte die GPR55 mRNA mit
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keinem der Primerpaare in der RT-qPCR regelmalig detektiert werden, was auf
mangelnde Integritdt der RNA bzw. der enthaltenen GPR55 mRNA hinweist. Grund fir
die RNA-Degradation konnte zusatzlich zu methodischen Problemen der trockene
Sommer und somit eine Kontamination der Uber die LUftung in das Labor eingetragenen
staubigen AufRenluft mit den RNasen bodenlebender Mikroorganismen gewesen sein,
ein Effekt, der durch den auf dem benachbarten Klinikum regelmaRig landenden

Rettungshubschrauber moglicherweise verstarkt wurde.

A TRIzol, 5 min Inkubation B
N/ 10 kb =S
Saure Phenol-Chloroform-Extraktion -
V2 - N e e e PES
188
Isopropanol / NaAcetat Fallung, -20 °C iiber Nacht 1kb
A4 . n B
Ethanol Aufreinigung (75 %) 2x
\Z
DNase Verdau + RNase Inhibitor
\Z
Saure Phenol-Chloroform-Extraktion
\Z
Isopropanol / NaAcetat Fallung, -20 °C tber Nacht
\Z
Ethanol Aufreinigung (75 %) 2x
\Z
Lésung in ddH,0O fir 30 min

Abbildung 12: (A) Protokoll der RNA-Extraktion mit saurem Phenol und DNase-Verdau + RNase Inhibitor;
(B) 0,8 % Agarosegel mit Gesamt RNA nach Verwendung des Protokolls aus A.
Die 28S rRNA-Bande ist deutlich sichtbar, die 18S Bande ist nur unzureichend sichtbar, was auf eine

partielle Degradation der RNA hindeutet.

Infolge der oben beschriebenen Probleme wurden verschiedene Protokolle zur

Optimierung der RNA-Integritat und Reinheit getestet.

4.1.3 Neues Protokoll zur RNA-Extraktion: Troubleshooting

Die RNase-hemmende Wirkung des TRIzols sollte in allen neuen Protokollen besser
ausgeschopft werden, weswegen die Inkubationszeit der Zellen in TRIzol von 5 auf
20 min verlangert wurde. Um eine schadigende Wirkung des sauren Phenols auf die
Nukleinsauren zu Uberprifen, wurden die erste bzw. beide sauren Phenol-Chloroform-
Extraktionen zur Aufreinigung der RNA vor und nach dem DNase-Verdau durch eine
Aufreinigung mit Saulen eines RNA-Kits (NEB Monarch RNA Kit) ersetzt (s. Abbildung
13A und 13B). Weiterhin sollte das hausintern doppelt destillierte Wasser mit dem

Wasser aus dem NEB Kit im Hinblick auf RNase-Aktivitat verglichen werden, nachdem
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nur die Saulenaufreinigung nach der TRIzol Inkubation angewendet worden war
(s. Abbildung 13C und 13D).

Als Vergleich wurde zum gleichen Zeitpunkt eine Extraktion mit dem urspringlichen
Protokoll (s. Abbildung 12) sowie eine Extraktion mit DNase-Verdau mit anschlie3ender

nicht-saurer Phenol-Chloroform-Extraktion vorgenommen (s. Abbildung 13E).

A TRIzol, 20 min Inkubation B TRIzol, 20 min Inkubation
\Z \Z
NEB Kit NEB Kit
A4 \Z
DNase Verdau + RNase Inhibitor DNase Verdau + RNase Inhibitor
\Z \Z
Saure Phenol-Chloroform-Extraktion NEB Kit
\Z \Z
Isopropanol / NaAcetat Fallung, -20 °C liber Nacht Elution in NEB Wasser
\Z
Ethanol Aufreinigung (75 %) 2x
TRIzol, 20 min Inkubation |
V2 E | s
Lésung in ddH,0O fir 30 min . N
| Isopropanol / NaAcetat Fallung, -20 °C iber Nacht |
N2
| Ethanol Aufreinigung (75 %) 3x |
C TRIzol, 20 min Inkubation D TRIzol, 20 min Inkubation 2
| DNase Verdau + RNase Inhibitor |
A4 A4 R5
NEB Kit NEB Kit | Phenol-Chloroform-Extraktion |
| | / NaAcetat Fallung, -20 °C (iber N htl
Elution in NEB Wasser Elution in ddH,0 | Sopropanc’/ Nafhcetat FeTung dberac
N2
| Ethanol Aufreinigung (75 %) 2x |
N2

| Lésen in ddH,O fir 30 min |

Abbildung 13: Verschiedene Protokolle im Troubleshooting.

(A) Protokoll 1. (B) Protokoll 2. (C) Protokoll 3. (D) Protokoll 4. (E) Protokoll 6. Fiir genauere Informationen
zur Durchfiihrung siehe Text.

Die verschiedenen RNAs wurden auf einem Agarosegel analysiert. Es zeigte sich, dass
nach Verwendung von Turbo DNase trotz RNase Inhibitor alle behandelten RNA-Proben
partielle oder vollstandige Degradation zeigten (s. Abbildung 14). Einzig die ausschlief3-
lichen Aufreinigungen mit Sdulen des NEB-Kits zeigten deutliche 28S und 18S rRNA
Banden, allerdings war dort ein Hintergrund sichtbar, der sowohl auf teilweise degra-
dierte RNA als auch residuale gDNA Fragmente hinweisen konnte. Zwischen den
verwendeten Wasserproben, hausintern hergestelltem ddH-O und NEB Wasser, konnte

visuell kein Unterschied festgestellt werden.
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123456 Abbildung 14: 1%iges Agarosegel der Proben 1 - 6 der RNA-Extraktionen
nach den im Text beschriebenen Protokollen.

Die Protokolle 1, 2, 3, 4 und 6 sind in Abbildung 13 schematisch dargestellt
und im Text beschrieben. Probe 5 entspricht dem urspriinglichen Protokoll
mit DNase und zweimaliger saurer Phenol-Chloroform-Extraktion, wie in
Abbildung 12A dargestellt. Sichtbar ist die Degradation der Proben, die
mit DNase behandelt wurden (1, 2, 5, 6), wahrend die Proben 3 und 4, die

nur mit einem RNA-Aufreinigungskit behandelt wurden, keine Degradation

zeigen. DNA Marker links in bp.

Fazit: Es wurde die Notwendigkeit einer Alternative zum DNase Verdau abgeleitet.

4.1.4 Alternative RNA-Extraktionsprotokolle ohne DNase-Behandlung

Protokolle ohne DNase-Verdau beinhalteten immer TRIzol zur Zelllyse und initialer
RNase-Denaturierung sowie saures Phenol (pH 4,5) in der Phenol-Chloroform-

Extraktion, um genomische DNA aus der RNA-Probe zu entfernen.

AnschlieRend wurde zwischen der Aufreinigung mittels NEB Kit (Kieselgel-
Zentrifugationssaulen) und der Fallung mit Natriumacetat in Isopropanol bzw. Ethanol
Uber Nacht und anschlieBender Ethanol Aufreinigung des RNA-Pellets unterschieden.
Nachdem eventuelle Verunreinigungen der alten Reagenzien durch den Ersatz mit
frischen Reagenzien beseitigt wurden, zeigte sich, dass die meisten Protokolle ohne
DNase (Abbildung 15A, 15B) deutlichere RNA-Banden auf dem Gel produzierten.

A | TRIzol, 20 min Inkubation | B | TRIzol, 20 min Inkubation |
X5 - ¥z
| Saure Phenol-Chloroform-Extraktion | 2600 | Saure Phenol-Chloroform-Extraktion |
3000
RS e 265 e vo—
| NEB Kit | 1500 185 | Isopropanol / NaAcetat Fillung |
R 5 oy N7
600 P o
| Elution in NEB Wasser | 400 58 | Ethanol Aufreinigung {75 %) 2 |
200 ‘7 |

| Lésen in ddH,O fiir 30 min

Abbildung 15: RNA-Extraktionen ohne DNase-

Verdau mit saurer Phenol-Chloroform-Extraktion.

(A) Protokoll 7: Nach der sauren Phenol-Chloroform C | TRizol, 20 T;'”k“ba“m
Extraktion folgte die Aufreinigung mittels NEB Kit. | Saure Phenol-Chloroform-Extraktion
(B) Protokoll 8: Nach der sauren Phenol-Chloroform A V2
. . . . . | Ethanol / NaAcetat Fillung
Extraktion folgte die Natriumacetat-Fallung in R 5
Isopropanol Uber Nacht, -20 °C. (C) Protokoll 9: | Ethanol Aufreinigung (75 %) 2x
\Z

Natriumacetat-Fallung in Ethanol Uber Nacht, |
-20 °C. Protokoll 7 und 8 zeigen klare RNA-Banden,
wahrend bei Protokoll 9 die 28S Bande Degradation

Losen in ddH,0 fiir 30 min

zeigt. DNA Marker jeweils links in bp.
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4.1.5 Untersuchung der RNA auf residuale genomische DNA mittels RT-
gPCR

Die RNA-Proben, welche optimale Integritat und Intensitat der 28S und 18S Banden auf
dem Gel gezeigt hatten (Protokoll 3, 4, 7 und 8), wurden anschlie®end in einer RT-qPCR
auf das Vorhandensein von residualer gDNA geprift. Dazu wurde mit einem zuvor
validierten Primer Set fir den konservierten Teil aller GPR55 mRNA Spleivarianten
(Primer 8 und 9, Primer Set 6) getestet, ob sich in der noRT-Kontrolle eine Amplifikation

und eine Schmelzkurve zeigten, was auf die Amplifikation von gDNA hingedeutet hatte.

In Protokoll 3 und 4, bei denen die RNA ausschlieRlich mit einem NEB Kit mit Saulen
nach TRIzol-Inkubation aufgereinigt worden waren, zeigten sich Kontaminationen mit
gDNA. In Abbildung 16A und B sind die Amplifikations- und Schmelzkurven dieser RT-
gPCRs gezeigt, wo jeweils eine Amplifikationskurve in der noRT-Kontrolle sichtbar ist.
AuRerdem zeigt sich sowohl bei Protokoll 3 als auch bei Protokoll 4 eine Schmelzkurve
mit Temperaturspitze bei ca. 86 °C in der noRT-Kontrolle, die der Schmelzkurve des
erwarteten Produktes entspricht. Dies deutet somit auf die Anwesenheit von spezi-
fischen Produkten einer bestimmten Lange und damit Amplifikation von gDNA in der

noRT-Kontrolle hin.

In Protokoll 7, in dem sich nach der TRIzol Inkubation eine saure Phenol-Chloroform-
Extraktion und Aufreinigung mit einem NEB Kit angeschlossen hatte, konnte keine
genomische DNA in der RT-gPCR nachgewiesen werden. Ebenso wurde die gDNA in
Protokoll 8 ausreichend entfernt. Infolgedessen zeigten sich in den noRT-Kontrollen
keine Amplifikation, wie es die Abbildung 16C mit den RT-qPCR-Ergebnissen fir
Protokoll 7 zeigt. Bei Protokoll 8 zeigte sich ebenfalls, dass die gDNA ausreichend aus
der Probe entfernt worden war, es wurde keine Amplifikation in der noRT-Kontrolle
detektiert (s. Abbildung 16D).
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Abbildung 16: Amplifikations- und Schmelzkurven der Protokolle 3, 4, 7 und 8.

Bei Protokoll 3 und 4 zeigt sich jeweils eine Amplifikation in der noRT-Kontrolle (rot), die auf genomische

DNA hinweist. Bei Protokoll 7 und 8 findet sich in der noRT-Kontrolle keine Amplifikation, somit ist von

gereinigter RNA ohne residuale gDNA auszugehen.

Aufgrund der visuell evaluierten optimalen Ratio von 28S und 18S rRNA im Gel, die sich

nach Protokoll 7 besser darstellte als nach Protokoll 8, entschieden wir uns flr dieses

Protokoll als neue RNA-Extraktionsmethode.

79



Ergebnisse

AbschlieRend wurde die RNA aus Protokoll 7 spektroskopisch untersucht, um sicher-
zustellen, dass mithilfe der Saulenaufreinigung des NEB Kits Salze, Phenolreste und
andere Kontaminationen, die spektroskopisch untersucht werden koénnen, entfernt
wurden. Die gemessene 260/280 Ratio fur die RNA-Probe betrug 2,06, die 260/230 Ratio
wurde mit 2,18 gemessen. Diese liegen somit in den gewlinschten Referenzbereichen
(260/280 fur RNA ca. 2,0, 260/230 Ratio fur weitgehend reine Nukleinsauren 2,0 - 2,2).

Fazit: Aus dem Vergleich verschiedener RNA-Extraktions-Methoden ergibt sich ein
neues Standard-Protokoll, was durch Anwendung von TRIzol, einer sauren Phenol-
Chloroform-Extraktion (Thermo Fisher, saures Phenol pH 4,5) und Aufreinigung mittels
NEB Kit Saulen eine schonende Isolation ausreichender Mengen weitestgehend reiner
RNA zulasst. Dabei werden sowohl genomische DNA als auch Reagenzien des Extrak-
tionsprozesses vollstandig entfernt. Die 28S und 18S rRNA Banden im Agarosegel

zeigen eine visuelle Ratio von ca. 2:1, was fir eine hohe RNA-Integritat spricht.

4.1.6 Alternativen zu saurem Phenol von Thermo Fisher Scientific

Aufgrund der Corona-Pandemie und des Krieges in der Ukraine stellten sich bei Thermo
Fisher Scientific ab Herbst 2022 Lieferschwierigkeiten ein, die das saure Phenol fiir die
Phenol-Chloroform-Extraktion betrafen. Deswegen musste trotz der Entwicklung eines
validierten Protokolls zur RNA-Extraktion (siehe oben) ein alternatives Protokoll ohne
saures Phenol von Thermo Fisher etabliert werden, welches fir die weiteren

Experimente wahrend der Lieferschwierigkeiten verwendet werden konnte.

4.1.6.1 Verdau mit DNase | und rDNase

Zur Auswahl standen verschiedene Praparate von DNase | als Alternativen zur Turbo
DNase sowie saure Phenole anderer Hersteller bzw. hausintern angesauertes Phenol.
Die Protokolle mit DNase beinhalteten immer die 20-minitige Behandlung mit TRIzol,
die Aufreinigung mittels NEB Kit, eine DNase-Behandlung mit dem entsprechenden
Enzym und abschlieend eine Aufreinigung mit NEB Kit Saulen bzw. fir rDNase mittels

eines DNase ,removal reagent® (Abbildung 17).

A | TRIzol, 20 min Inkubation | B | TRIzol, 20 min Inkubation | C | TRIzol, 20 min Inkubation |
\Z NZ NZ
| NEB Kit [ | NEB Kit [ | NEB Kit [
\Z
| DNase | (NEB) | | DNase | (Thermo Fisher) | | rDNase (Thermo Fisher) |
\Z
| NEB Kit | | NEB Kit | | DNase inactivation reagent |
| \Z | NZ NZ

Elution in 25 pl ddH,0 | Elution in 25 pl ddH,0 | | Uberstand abkantieren |

Abbildung 17: Alternative Protokolle mit DNase Behandlung. DNase | von NEB (A), DNase | von Thermo

Fisher (B), rDNase mit Inaktivierungsreagenz von Thermo Fisher (C).
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Getestet wurden DNase | von NEB, DNase | von Thermo Fisher sowie rDNase mit einem
DNase ,removal reagent” von Thermo Fisher. Die Ergebnisse der Protokolle nach der
Gelelektrophorese sind in Abbildung 18 zu sehen. Wahrend sich nach der Behandlung
mit DNase | von NEB und Thermo Fisher vermehrte Degradation und verschmierte
Nukleinsdure im Hintergrund des Gels zeigten, konnten durch die Behandlung mit
rDNase und anschlieRender Anwendung des DNase ,removal reagent bessere 28S und
18S rRNA Banden visualisiert werden.

P &
&
e o P

F
N

Abbildung 18: RNA-Banden nach Anwendung verschiedener DNasen zur
gDNA-Entfernung.
1) DNase | von NEB. 2) DNase | von Thermo Fisher (TF). 3) rDNase mit

removal reagent von Thermo Fisher. DNA Marker links in bp.

In der RT-gPCR zeigten sich hohe Ct-Werte und unspezifische Schmelzkurven fir die
Protokolle mit DNase | von NEB und Thermo Fisher, die auf Degradation mit nicht
ausreichend spezifischer Amplifikation des GPR55 Amplikons hindeuten. Bei dem
Protokoll mit rDNase lieR sich keine gDNA Kontamination in Form von Amplifikations-

und Schmelzkurve der noRT-Kontrolle nachweisen.
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Abbildung 19: RT-gPCR Amplifikations- und Schmelzkurven nach RNA Extraktion unter Verwendung der

verschiedenen DNasen.
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4.1.6.2 Saures Phenol alternativer Hersteller

Das ursprunglich validierte Protokoll (s. 4.1.4, Protokoll 7) mit saurer Phenol-Chloroform-
Extraktion (pH 4,5, Thermo Fisher) und anschlielRender Aufreinigung mittels NEB Kit
sollte mit saurem Phenol anderer Hersteller getestet werden. Problematisch hierbei war,
dass die Hersteller keinen genauen pH-Wert, sondern lediglich pH-Bereiche des
Phenols angaben. Ein hausintern auf pH 4,5 angesauertes Phenol wurde ebenfalls

getestet. Die Herstellung ist in Kapitel 3.2.2.3 beschrieben.

Protokoll 7 (Abbildung 15A) wurde mit einer Phenol-Chloroform-Extraktion mit saurem
Phenol von Roth, Merck und hausintern angesauertem Phenol durchgefiihrt und mit den
Ergebnissen der Extraktion mit saurem Phenol von Thermo Fisher verglichen. Alle
Protokolle zeigten im Agarosegel intakte RNA mit erkennbaren 28S, 18S und 5S rRNA
Banden. Die 28S/18S Ratios unterschieden sich visuell jedoch ebenso wie das Auftreten
eines unspezifischen Hintergrunds bzw. zuséatzlichen Banden im Gel (s. Abbildung 20).
Unter Verwendung von saurem Phenol von Roth zeigte sich eine zusatzliche Bande zwi-
schen der 28S und 18S rRNA sowie ein Hintergrund, der auf residuale, teilweise degra-
dierte DNA hinwies. In der RT-gPCR zeigte sich gDNA-Kontamination in Form von Am-
plifikations- und Schmelzkurven in der noRT-Kontrolle. Das saure Phenol von Merck
zeigte im Agarosegel kaum Hintergrund, jedoch nur eine schwache 18S rRNA Bande. In
der RT-gPCR konnte keine gDNA in der noRT-Kontrolle nachgewiesen werden. Das
hausintern angesauerte Phenol zeigte im Gel visuell am meisten Hintergrund sowie eine
Ratio von 28S/18S rRNA von ca. 1:1. In der RT-gPCR wurde gDNA in der noRT-Kon-
trolle detektiert. Die Extraktion mit saurem Phenol von Thermo Fisher wurde parallel als
Kontrolle durchgefiihrt und bestatigte die vorherigen Ergebnisse dieses Protokolls mit
guten 28S und 18S rRNA-Banden im richtigen Verhaltnis, vollstandiger Entfernung von
gDNA und einer erwarteten Amplifikations- und Schmelzkurve (s. Abbildung 20 und 21).

1 2 3 4 Abbildung 20: RNA-Banden nach Anwendung verschie-
dener saurer Phenole in der Phenol-Chloroform-Extraktion.
1) Roth. 2) Merck. 3) Hausintern angesauert. 4) Thermo
Fisher. DNA Marker links in bp.

.
=
—
ot
—
—_—

SRR LR

- n B B

PHIL

82



Ergebnisse

Amplification Meit Peak
A Roth * :
2000 + 250 1
‘594. L 200
5 2
=2
R S A =
3
100 +
50 | :
I S S noRT | A\ :
O p b P 4 0Ll i i § =t '\7“,
0 10 20 30 40 B85 70 75 80 35 90 95
Cycles Temperature, Celsius
Amplifikationskurve Schmelzkurve
Amplification Meit Peak
B Merck oo |
1500 1
5
2 5
Boooo b g
g
500 Looreioiiii
ol
1] 10 20 k) 40
Cycles Temperature, Celsius
Amplifikationskurve Schmelzkurve
Amplification Melt Peak
. 2800 T Ea 300 £
C Hausintern
hergestelit 200 ¢ | = ] -
: : / 20 d e
1600 Joeveeemn b L L R\ N
g gt : 4 R =
1000 : . i A : : [
100 e eV SOE SUUP W U SUP
PN MR
50 L E / ] — : : R :
. / 80 H . % 4
_/ noRT : : RORT \ :
0 0 2 30 ad & 70 1 80 85 20 %
Cycles Temperature, Celsius
Amplifikationskurve Schmelzkurve
Amplification Melt Peak.
D ThermoFisher =y o
2000
200 b i
1500 4 N
'i 150 :
g ; N B N
1000 dooo v i ;;'mof}r/_r_)f/—\{w
500 e Lo r/ :
/ 501 . :
[ 2 e — _ngRT_ o 1.5 - — —,.7-99}‘?7: \——\
o 10 20 30 40 =3 70 75 80 8 °%0 9%
Cycles Temperature, Celsius
Amplifikationskurve Schmelzkurve

Abbildung 21: RT-qPCR Amplifikations- und Schmelzkurven nach RNA-Extraktion mittels Protokoll 7 unter
Verwendung von saurem Phenol verschiedener Hersteller.

In den noRT-Kontrollen (rot) sieht man, dass beim sauren Phenol von Roth (A) und aus eigener Herstellung
(C) die gDNA nicht entfernt werden konnte. Das saure Phenol von Merck (B) und von Thermo Fisher
(Originalmethode, D) zeigten keine Amplifikation in der noRT-Kontrolle, woraus geschlossen wurde, dass

dort keine residuale gDNA in der RNA vorlag.

Fazit: Zusammenfassend wurde mit dem sauren Phenol von Roth sowie dem hausintern
angesauerten Phenol die gDNA nicht ausreichend entfernt. Die Behandlungen mit
DNase | von NEB und DNase | von Thermo Fisher fihrten nicht zu zufriedenstellenden
Ergebnissen bezuglich der RNA-Integritat in der RT-qPCR.

Da das saure Phenol von Merck und die rDNase mit ,removal reagent® beide die gDNA

vollstandig entfernen konnten, jedoch lediglich die RNA nach rDNase und ,removal
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reagent® eine erfolgversprechendere 28S/18S rRNA Ratio im Agarosegel zeigte
(Abbildung 18C), wurde dieses Protokoll als Alternative zum etablierten Protokoll bis zur
Nachlieferung nach vollstdndigem Verbrauch der sauren Phenolbestadnde von Thermo

Fisher geplant.

4.2 Untersuchung der Expression von GPR55 mRNA Spleil}-

varianten in Huh-7 Zellen

4.2.1 Alignments von GPR55 Gensequenzen und mRNA Spleillvarianten

Interaktionen zwischen Inc-ITM2C-1 und GPR55 mRNA in der Regulationsachse
beinhalten moglicherweise die direkte Hybridisierung der IncRNA mit der mRNA und
somit eine direkte Beeinflussung der Expression der GPR55 mRNA, zum Beispiel durch
ihre Stabilisierung gegen Abbau. Um dies weiter zu untersuchen, wurde geplant sowohl
in silico Hybridisierungen durchzufiihren als auch experimentelle Interaktions-Analysen
("Pulldowns") durchzufiihren. Dafur war es wichtig, die genaue Nukleotidsequenz der in
den verwendeten Zellen tatsachlich exprimierten SpleilRvarianten der (m)RNAs heraus-
zufinden. Die Recherche fir GPR55 wurde mithilfe der Datenbanken NCBI (National
Center for Biotechnology Information) und Ensembl EBI (European Molecular Biology
Laboratory’s European Bioinformatics Institute, Hinxton, UK) durchgefihrt. Zum Zeit-
punkt der Recherche (April 2022) wurden 9 Spleil3varianten der mRNA des G-protein-
coupled receptor 55 gefunden (EMBL-EBI, 2022; NCBI, 2022c). Diese Spleildvarianten
unterschieden sich in der Anzahl der Basenpaare, in der Anordnung der Exons und
Introns sowie in der Wahrscheinlichkeit fiir eine tatsdchliche Expression in humanen
Zellen. Wie in Tabelle 2 gelistet, wurde die Variante 1 als die ,MANE" Variante
bezeichnet, was fur ,Matched Annotation in NCBI und Ensembl“ steht. Die Datenbanken
Ensembl/GENCODE1 und NCBI/RefSeq2 fihrten die MANE Collaboration als
gemeinsame |Initiative ein, um eine hochwertige Sammlung von humanen Genen,
Transkripten und korrespondierenden Proteinen bereitzustellen (Morales et al., 2022).
Die Variante 1 ist also als MANE in beiden Datenbanken annotiert und wird in der
Literatur am haufigsten verwendet. Die anderen Spleivarianten sind entweder nur in
der NCBI-Datenbank (RefSeq) oder nur in Ensembl (GENCODE) gelistet.

Zunachst wurden die FASTA-Sequenzen der gelisteten Transkripte als komplementare
DNAs, kurz cDNAs, aus den Datenbanken entnommen und in das Programm SnapGene
eingesetzt. Teilweise wurden von den Datenbanken auch die Lokalisationen der
Exongrenzen bereitgestellt, die als Feature in diese Dateien eingefligt werden konnten.

Als Bestatigung flir eine korrekte Annotierung der Exongrenzen wurden die cDNA-
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Sequenzen mit dem Tool ,Alignment* (engl. fur ,Ausrichtung® von Sequenzen,
aneinander oder an einer Referenz-Sequenz) mit dem gesamten Gen als Referenz-
sequenz verglichen. Wichtig war hierbei, das Gen als Referenzsequenz zu nutzen und
nicht die Varianten untereinander zu vergleichen, da im letzteren Fall beim Alignment
eine Aufteilung der Sequenzen durchgeflihrt worden ware, die nicht den realen Exon-

grenzen entsprache.

Auffallig war, dass sich die Gen-Annotationen fir GPR55 in NCBI und Ensembl bezlig-
lich Lange und Sequenz leicht unterschieden, was als Folge oder Ursprung der unter-
schiedlichen Spleilvarianten in beiden Datenbanken gewertet werden kdénnte (NCBI
Gen GPR55: 53.874 bp; Ensembl Gen GPR55: 53.749 bp). Um diese Unterschiede
weiter zu untersuchen und einen ,Hybrid“ der beiden Annotationen zu entwickeln,
wurden auch die Gensequenzen aus NCBI und Ensembl aneinander ausrichtet
(»aligned®) und somit abgeglichen. Daraufhin wurde sichtbar, dass die Gensequenz aus
NCBI im Vergleich zu der aus Ensembl an einem Ende 135 Basenpaare langer war.
Dafir enthielt das auf Ensembl gelistete Gen am anderen Ende 10 zuséatzliche Basen-
paare (s. Abbildung 22). Um sowohl die Spleilvarianten aus NCBI (1 - 4) als auch
Ensembl (1, 5-9) in einem Alignment zu einer Gensequenz zu vereinigen, wurde im
Programm ein ,Hybrid“ der beiden Gensequenzen aus NCBI und Ensembl erstellt, der
die jeweiligen Verlangerungen am 5°- und am 3‘-Ende einschloss und somit insgesamt
eine Lange von 53.884 bp besal. Zudem wurde zur besseren Ubersicht die GPR55-
Sequenz im Alignment mit den Spleilvarianten aufgrund der Lokalisation auf dem
Reverse-Strang der DNA durch das Tool ,Flip sequence” in Snapgene umgekehrt zur
Leserichtung von rechts nach links auf dem Chromosom 2 dargestellt (s. Abbildung 22
und 23). Somit waren die Nukleotide von 1 bis 53.884 in einer Leserichtung von links

nach rechts angeordnet.

Die einzelnen cDNA-Sequenzen der Spleil3varianten wurden in einem Alignment mit der
Hybrid-Gensequenz zusammengefasst (s. Abbildung 23). Durch das Fehlen der Intron-
sequenzen in den cDNAs wurden die Exons ubersichtlich im Vergleich zur Gensequenz
dargestellt und konnten dann untereinander verglichen werden. Zusatzlich wurden die
Exon-Intron-Grenzen manuell auf das Vorhandensein der typischen Splei3stellen
Uberpruft, die die Introns begrenzen und wahrend des Spleiliprozesses als Angriffsstelle
der Spleilosomen dienen. In der pra-mRNA befinden sich endstandig in den Introns
typischerweise die Nukleotide 5-GU und AG-3‘. Diese kanonischen Spleif3stellen
konnten in allen gelisteten cDNA-Sequenzen erkannt werden, was die richtige Fest-
legung der Exons aus den Datenbanken unterstitzte. Die Spleildvarianten von Inc-

ITM2C-1 wurden in einer separaten Arbeit von M. Khajouei (M.Sc.) untersucht.
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Tabelle 2: GPR55 mRNA Spleifdvarianten, Daten aus den internationalen Datenbanken NCBI und Ensembl

EBI.

Die Nummerierung der SpleiRvarianten in dieser Arbeit erfolgte zur verbesserten Ubersicht eigensténdig

bzw. ist aus der vorangegangenen Arbeit (Grahn, 2022) entnommen und reprasentiert nicht die

Transkriptbenennung in den Datenbanken. Die offiziellen Annotationen finden sich in der Spalte , Transcript

ID“. Einzig die ,MANE“ Variante 1 war in beiden Datenbanken zu finden, die restlichen gelisteten

SpleiBvarianten waren ausschlieRlich in einer der beiden Datenbanken enthalten. NCBI = National Center

of Biotechnology Information. Ens. = Ensembl. MANE = Matched Annotation in NCBI und Ensembl.

TSL = Transcript Support Level. EST = Expressed Sequence Tag. CDS = CoDing Sequence.

SpleiB- | Lange

variante | (bp)

Quelle | Transcript ID

Transcript Support Level

Exons

1 MANE | 3844

2 3918
3 4196
4 3843

5 1523

6 3828

7 919

8 2527

9 2526

NCBI;

Ens.

NCBI
NCBI
NCBI

Ens.

Ens.

Ens.

Ens.

Ens.

NM_005683.4;
ENST00000650999.1

XM_005246952.5
XM_011512175.4
XM_011512176.3

ENST00000392039.2

ENST00000392040.5

ENST00000438398.1

ENST00000444078.5

ENST00000622008.4

MANE Select, Ensembl

Canonical
nicht vorhanden
nicht vorhanden

nicht vorhanden

TSL 2: ,A transcript where
the best supporting mRNA is
flagged as suspect or the
support is from multiple
ESTs.”

TSL 5: “A transcript where no
single transcript supports the
model structure”

CDS 3 incomplete
TSL 5: “A transcript where no
single transcript supports the

model structure”

Nonsense mediated decay
TSL 1: “A transcript where all
splice junctions are
supported by at least one

non-suspect mRNA.”

TSL 1: “A transcript where all
splice junctions are
supported by at least one
non-suspect mRNA.”
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Die Datenbank Ensembl stellt zu den gelisteten mMRNA SpleiRvarianten Informationen
zur Qualitat und Relevanz von Annotationen bereit, u. a. das ,Transcript Support Level“.
Dies ist eine Methode zur Hervorhebung der gut und schlecht unterstitzten Transkript-
modelle fur die Nutzer, basierend auf der Art und Qualitat der zur Annotation des Trans-
kripts verwendeten Alignments (EMBL-EBI, 2024). AulRerdem werden die annotierten
Exongrenzen gepruft. Einige GPR55 SpleilRvarianten wurden aufgrund dessen in den
folgenden Analysen vernachlassigt, da sie laut der Annotation in der jeweiligen Daten-
bank bereits Charakteristika aufwiesen, die eine relevant hohe Expression erheblich
weniger wahrscheinlich als bei anderen SpleiRvarianten machte. Dies betraf Spleil3-
variante 5, die als suspekt gekennzeichnet war, sowie Spleilvariante 6, bei der laut
Ensembl kein tatsachlich gefundenes Transkript die Struktur und die Sequenz bestatigte.
Auch Spleilvariante 7 war als Transkript des Gens fir die Biosynthese des Proteins als
unwahrscheinlich zu erachten, da laut Ensembl die kodierende Region am 3‘-Ende
verkUrzt war und somit das Stoppcodon fehlte. SpleilRvariante 8 war am 3‘-Ende lediglich
ein Basenpaar langer als Spleilvariante 9 und somit in den durchgefiihrten PCR-
Experimenten nicht von letzterer unterscheidbar. AuRerdem wurde sie als ,Nonsense
mediated decay“ gekennzeichnet. Dies bezeichnet laut dem Ensembl Glossar ein
Transkript mit einem vorzeitigen Stoppcodon, das wahrscheinlich einem gezielten Abbau
unterliegt (EMBL-EBI, 2024). Somit wurde auch diese mRNA in den Expressions-
analysen vernachlassigt. Trotz der niedrigeren Expressionswahrscheinlichkeit der oben
beschriebenen Varianten werden diese in den Grafiken der Vollstandigkeit halber mit
dargestellt (Abbildung 23).

Fazit: Nach der Recherche in den internationalen Datenbanken NCBI und Ensembl EBI
wurden 9 SpleilRvarianten fur GPR55 gefunden. Die Expression der Varianten 5, 6 und
7 war durch die in den Datenbanken hinterlegten Informationen zum "Transcript Support
Level" als unwahrscheinlich eingestuft, daher wurden diese Varianten in den weiteren
Analysen nicht mehr bertcksichtigt. Die Lange der DNA-Sequenzen fir das GPR55-Gen
unterschied sich in NCBI (53.874 bp) und Ensembl (53.749 bp), sodass fiir das
Alignment aller SpleilRvarianten mit dem GPR55 Gen eine Hybridsequenz erstellt wurde
(53.884 bp).
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230.961.201

230.961.200!

230.960.0001
135l bp

230.961.066

230.950.000!

230.961.000!
5'-.GTTCTCCTTAAGTGTTCTCATCAARAGGACACTGCCTTACCAGGGCCTTAT

CTGCCCTAGGGGAAGGGCAATGAGATAACTTCAGGCCCCCTCTAGCCTTCCAGT
CTCCATCGGGGGAGAAAAAGAGAAAGGCCACAGCAGGGACTTGGCCCACTGAGA

TTTAATTGTAAGATTACACAATGCCTC..-3"

230.940.000"

NCBI

Chromosom 2

NCBI

230.930.000!

230.907.6001

230.920.000'

23015 0.0001
230.907.4001
=30

NCBI
L)
0b
l'L\
230.907.328 @

Ensembl
5Y-..ATCTGGGGCCTGCTCTTCTCCGGGTCCAGTAAGCTTAGTCCAAGACAAGG

TCACAAGGCA..

230.907.318

Abbildung 22: Alignment der GPR55 Gensequenzen aus Ensembl EBI (oben) und NCBI (unten) an die
Sequenz des Chromosoms 2.

Das GPR55 Gen wird am Reverse-Strang abgelesen und ist deswegen hier in einer Leserichtung von rechts
nach links dargestellt. Die Genannotation aus NCBI ist in dieser Darstellung am 3*-Ende 135 Basenpaare
langer, dafir enthalt die Sequenz aus Ensembl am 5°-Ende 10 zusatzliche Basenpaare. Die abweichenden
Sequenzen sind in der Grafik rot markiert, zusatzlich sind die angrenzenden 50 bp dargestellt. Fur das
nachfolgende Alignment mit den Spleifvarianten wurde ein Hybrid der beiden Gensequenzen erstellt, der
die jeweils zusatzlichen Basenpaare am 3'-Ende und 5'-Ende beinhaltet und somit insgesamt eine Lange
von 53.885 bp besitzt, welche sich von Position 230.907.318 bis 230.961.201 auf Chromosom 2 erstreckt.
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Abbildung 23: Alignment aller cDNAs der gelisteten GPR55 mRNAs an die Hybridsequenz der beiden
Gensequenzen aus NCBI und Ensembl mit einer Gesamtlange von 53.884 bp.

Weil das GPR55 Gen entgegen der Nukleotidnummerierung auf dem Reverse-Strang des Chromosoms 2
abgelesen wird (s. Abbildung 5 und Abbildung 22), wurde die Sequenz fir die Darstellung des Alignments
umgekehrt. Somit ist die Leserichtung der Nukleotide von 1 bis 53.884 von links nach rechts gezeigt. Die
Exons sind in rot dargestellt, die Introns transparent. Die Sequenzen der Spleilvarianten befinden sich im
Anhang. Die Namen (Nummerierung) der Sequenzen von 1 bis 9 sind selbst benannt bzw. entnommen aus
der Masterthesis von N. Grahn (2022).

89



Ergebnisse

4.2.2 Validierung von Varianten-spezifischen Primern an genomischer
DNA

Um das Vorhandensein der Spleivarianten in Huh-7 Zellen durch RT-PCRs bzw. RT-
gPCRs zu Uberprifen, mussten zunachst Varianten-spezifische Primer hergestellt wer-

den. Wie dabei vorgegangen wurde, wird ausfihrlich in Kapitel 3.2.6.2 beschrieben.

Die Spezifitat der Primer sollte nach grundlicher Prifung in silico anschlief3end in einer
PCR an genomischer DNA von Huh-7 Zellen bestétigt werden, bevor mit RT-gPCRs die
Detektion von mMRNA angestrebt wurde. Daftir wurde genomische DNA aus Huh-7 Zellen

extrahiert und die Integritat auf einem 0,8%igen Agarosegel bestatigt.

™ Abbildung 24: Das 0,8%ige Agarosegel zeigt eine DNA-Bande, die langer als 10.000 bp
10kb ist, was fiir eine intakte gDNA spricht.
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In einer PCR mit genomischer DNA konnte auf unspezifische Bindungsstellen der Primer
im gesamten Genom getestet werden, vorausgesetzt, die Primer Uberspannten keine
Exon-Exon-Grenze (,Exon-exon-junction primer“) bzw. das Primer Set band nicht in zwei
verschiedenen Exons (,Intron-spanning primer set”). Letzteres hatte dazu geflihrt, dass
das Amplikon auf genomischer Ebene Introns enthalten hatte und zu lang fir eine

Amplifikation in der gegebenen Elongationszeit der PCR gewesen ware.

Die PCR-Konditionen fir die Primer wurden mithilfe eines Gradienten fir die Anlage-
rungstemperatur (engl. annealing temperature), meist zwischen 58 °C und 65 °C, opti-
miert. AnschlieRend an die PCR wurde eine Gelelektrophorese der Produkte durch-
gefuhrt, um unspezifische Produkte zu visualisieren (beispielhaft dargestellt in Abbil-
dung 25). Die optimale Anlagerungstemperatur war diejenige, bei der die Primer spezi-
fisch an ihre zu amplifizierende Sequenz banden und keine unspezifischen Bindungen
ausbildeten. Dabei galt, dass bei hdheren Temperaturen Primer spezifischer banden,
jedoch durfte die Temperatur nicht zu hoch gewahlt werden, da sonst die PCR-Reaktion
nicht effizient ablaufen konnte, weil nur eine ungeniigende Menge an Primern an ihre
Sequenz gebunden hatten. Generell wird eine Anlagerungstemperatur von
~Schmelztemperatur minus 2 - 5 °C* angestrebt. Trotzdem wurde versucht, die Tempera-
tur aufgrund der zunehmenden Spezifitdt und dem Ziel eines moglichst geringen unspe-

zifischen Hintergrunds so hoch wie mdéglich zu wahlen. Nach der Analyse aller Primer
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Sets in PCRs mit Temperaturgradienten wurde eine Anlagerungstemperatur von 62 °C
fur alle Primer festgelegt. Diese ist zwar hoher als die in gangigen Protokollen vorge-
schlagene Anlagerungstemperatur von 58 - 60 °C, zeigte jedoch gute Ergebnisse bei
allen hier verwendeten Primern, sowohl den kirzeren als auch den langeren Oligo-

nukleotiden. Dies war wichtig, damit die Untersuchungen immer mit allen Primer Sets

gleichzeitig zu gleichen experimentellen Bedingungen durchgefihrt werden konnten.

©
0
~
n

59,7°C
62,6°C
64°C

Abbildung 25: Primer Set fur Spleivariante 3 (Primer 4 und 5) mit
700 bp Temperaturgradient der Anlagerungstemperatur.
500 bp

400 bp An diesem Beispiel ist gut sichtbar, wie die zunehmende Hohe der

300 bp Anlagerungstemperatur die Spezifitdt der Primer verbessert. Bei

20050 héheren Anlagerungstemperaturen (62,6 °C und 64 °C) liegt nur ein
PCR-Produkt in der erwarteten GréRe (356 bp) vor, wahrend bei

niedrigeren Temperaturen (57,5 °C und 59,7 °C) ein weiteres

150 bp

100 bp

75 bp
unspezifisches Produkt > 800 bp ampilifiziert wurde.
50 bp

Aus Voruntersuchungen von Nikolai Grahn (M.Sc.) wurde eine Magnesiumkonzentration
von 3 mM in den Endpoint-PCR-Reaktionen dbernommen (Grahn, 2022). Die Primer-
konzentration wurde im Verlauf nach Testung verschiedener Konzentrationen auf 0,4 uM
fur die Endpoint-PCR und 0,3 uM fir die gPCR festgelegt. Hohere Mengen fiihrten zu
Primer-Dimeren und unspezifischen Produkten, niedrigere Mengen zu weniger Aus-
beute in der RT-gPCR.

Nachdem die Primer an gDNA getestet worden waren, wurde die Spezifitdt durch den
Nachweis eines einzelnen Produkts mit der erwarteten Lange im Agarosegel bestatigt.
Eine Ausnahme stellten die Primer 1 und 16 dar, die Exon-Exon-Grenzen Uberspannten.
Diese konnten nicht an gDNA validiert werden. Bei Primer-Paaren, bei denen Forward
(fwd) und Reverse (rev) Primer jeweils in unterschiedlichen Exons lokalisiert waren, also
.intron-spanning“ Primer Sets, wurden zusatzliche ,Helping Primer* erstellt, die sich an
Sequenzen in den Introns der gDNA anlagerten. So war es moglich, die Funktionalitat
des Forward und des Reverse Primers zunachst auf gDNA einzeln mittels kirzeren
Amplikons zu testen, welche in Kombination mit einem Hilfsprimer geschaffen wurden.
Dies betraf die Primerpaare fiir die SpleiRvarianten 2, 3 und 9. Die Anordnung dieser

,Helping Primer” ist am Beispiel der Spleildvariante 2 in Abbildung 26 dargestellit.

Eine ausfuhrliche Darstellung der Gele nach Analyse der Primer Sets mittels PCR mit

genomischer DNA ist im Anhang 12.2 zu finden.
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Start 2.\ 32\ End

36.1007 36.2001

Abbildung 26: Helping Primer am Beispiel der Spleilvariante 2.
Die Primer (lila Balken) 2 (fwd) und 3 (rev) fur SpleilRvariante 2 sind jeweils in unterschiedlichen Exons (rote
Balken) lokalisiert. Deswegen wurden Helping Primer fir die Validierung an gDNA erstellt. Fir Primer 2

wurden drei Reverse Primer erstellt (29, 30, 31). Primer 3 wurde mit zwei Forward Primern getestet (7, 32).

Fazit: Durch Testung mittels PCR an gDNA und anschlielender Gelelektrophorese
wurden die Spezifitdt der Primer sowie die Konditionen der PCR (Anlagerungs-
temperatur, Primerkonzentration) getestet. Bei Intron-spanning Primer Sets wurden
dafur zusatzlich Helping Primer erstellt, die Exon-nah in den angrenzenden Introns lokali-
siert waren. Primer, die Exon-Exon-Grenzen in der mRNA Uberspannten, konnten nicht

an gDNA validiert werden.

4.2.3 Endpoint-PCRs mit langen Amplikons

Ursprunglich sollten die Spleivarianten mithilfe von Endpoint-PCRs identifiziert werden,
da diese Methode kostenguinstiger ist als die quantitative PCR. Dafiir wurden von Nikolai
Grahn, der das Projekt im Winter 2021 begonnen hatte, Primer anhand der bereits be-
schrieben Kriterien erstellt und diese an gDNA getestet (Grahn, 2022). Die Amplikons
dieser vier Primer Sets waren zwischen 292 und 919 Basenpaare lang und eigneten sich
deswegen groBltenteils nicht fir die RT-qPCR, bei der Amplikonlangen von héchstens
400 bp empfohlen werden. Aufierdem wurde zusatzlich zu Forward und Reverse
Primern ein RT-Primer in der reversen Transkription verwendet, um die RNA mdglichst
spezifisch zu transkribieren und eine sogenannte ,semi-nested“ PCR zu erreichen. Da
N. Grahn seine Primer Sets aus Zeitgriinden nicht an RNA testen konnte, wurden zu-
nachst diese Primer in RT-PCRs angewendet. Keines der Primer Sets konnte in einer
PCR mit 40 Zyklen und jeweils einminltiger Elongation unter Verwendung von Tag-
Polymerase spezifische Amplikons der erwarteten Grolte nachweisen. Es zeigte sich
darUber hinaus, dass die Verwendung von separaten RT-Primern in der reversen

Transkription zu vermehrter Bildung von Primer-Dimeren in der PCR fihrte. Die
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Kombinationen wurden folglich verworfen und neue Primer Sets fur kirzere Amplikons

bis zu einer Lange von 400 bp erstellt, die in der RT-qPCR verwendet werden konnten.

Eazit: Die Primer, die von N. Grahn zu Beginn des Projekts erstellt worden waren und
groltenteils lange Amplikons bis 919 bp Lange amplifizieren sollten, zeigten in der
Endpoint-PCR keine Amplifikation der erwarteten Produkte. Es wurden daraufhin neue
Primer erstellt, um kirzere PCR-Produkte zu amplifizieren. Diese neuen Primer Sets
konnten in der RT-qPCR eingesetzt werden. Zudem wurde das Konzept eines separaten
Primers in der reversen Transkription aufgrund von vermehrter Primer-Dimer Bildung

verworfen und fortan der Reverse Primer der gPCR auch in der RT verwendet.

GAPDH
RT noRT RT noRT RT noRT RT noRT

2000 bp
800 bp
600 bp
400 bp

200 bp

225 bp ! T )\ T !t Y d
4+3 7+22 24 +25 15 +27
Variante 3 Alle Varianten Variante 1, 2,3,4,6,8,9 Variante 8, 9
644 bp 628 bp 493 bp 919 bp

Abbildung 27: Endpoint-PCR mit Primern von N. Grahn.

Vier Primer Sets von N. Grahn mit langen Amplikons wurden in einer RT-PCR mit der Tag-Polymerase
(1 min Elongation) getestet. Obwohl alle Sets an gDNA validiert worden waren, zeigte sich keine spezifische
Amplifikation, weswegen diese Primers Sets verworfen wurden und neue Primer Sets mit kirzeren
Amplikons fir eine Untersuchung mittels RT-gPCR erstellt wurden. Rote Pfeile: Erwartete Lange der

Amplikons.

4.2.4 RT-qPCRs mit GPR55 mRNA Varianten-spezifischen Primern

Die RT-gPCR bietet im Vergleich zur Endpoint-PCR den Vorteil, dass nicht nur die
Endprodukte visualisiert werden kénnen, sondern die Amplifikation der Produkte in Echt-
zeit aufgezeichnet wird. So kann anhand des Ct-Wertes, des , Threshold cycle®, beurteilt
werden, wie hoch die Zielsequenz in der Ausgangsprobe exprimiert ist (s. 3.2.2.14).

Dartber hinaus kann eine Schmelzkurve der Produkte angefertigt werden. Dabei werden
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nach 40 Zyklen der PCR die Produkte graduell um 5 °C alle 5 s erhitzt. Das Fluoreszenz-
signal wird nur von Doppelstrang-DNA emittiert, die bei hdheren Temperaturen in einzel-
strangige DNA zerfallt, weswegen die Fluoreszenzkurve bei zunehmendem Zerfall der
dsDNA abfallt. Es entsteht eine charakteristische Schmelzkurve, die bei Vorhandensein
von vielen Produkten der gleichen Lange und Basenzusammensetzung eine Spitze bei
entsprechender Schmelztemperatur der Produkte zeigt. Somit zeigt eine einzelne
schmale Schmelzkurve an, dass hauptsachlich ein spezifisches Produkt amplifiziert
wurde. Ob dieses dem erwarteten Produkt entspricht, wird anschliellend mithilfe einer

Acrylamid-Gelelektrophorese anhand der Amplikonlange tberpruft.

Aus den vorherigen Endpoint-PCRs an gDNA und RT-PCRs mit langen Amplikons
wurde der Schluss gezogen, keine separaten Gen-spezifischen RT-Primer in der
reversen Transkription zu verwenden, um die Modglichkeit fur Primer-Dimer-Bildung
moglichst gering zu halten. Deswegen wurden als Gen-spezifische Primer (GSP) in der
RT jeweils die Reverse Primer verwendet. AuRerdem wurden als Vergleich RTs mit
,Random Primern“ durchgefiihrt, die an sehr vielen verschiedenen Stellen im Trans-
kriptom binden und die gesamte mRNA in cDNA umschreiben. Mit Random Primern
sollte insgesamt mehr cDNA transkribiert werden, jedoch war die Gefahr der un-
spezifischen Amplifikation in der nachfolgenden qPCR theoretisch héher. GSP in der RT
sollten hingegen nur die mRNA in cDNA umschreiben, die spater auch in der gPCR
amplifiziert werden sollte. Somit sollte schon in der RT gefiltert und spezifiziert werden,
was als cDNA-Ausgangssubstrat fur die qPCR diente. Im weiteren Verlauf der
Experimente zeigte sich allerdings entgegen obiger Erwartung, dass nach der reversen
Transkription mit Random Primern, vermutlich aufgrund der héheren Ausbeute an cDNA,
die Amplifikation des erwarteten Produktes in der qPCR spezifischer war und die Menge
an unspezifischem Hintergrund deutlich gesenkt wurde. Auch konnten Spleil3varianten
mit Primer Sets eindeutig nachgewiesen werden, wo zuvor, nach RT mit GSP, in der
nachfolgenden qPCR nur unspezifische Produkte amplifiziert worden waren. Ob dabei
die Maxima Reverse Transkriptase von Thermo Fisher oder das cDNA Flex Kit von

QuantaBio verwendet wurden, zeigte keine signifikanten Unterschiede.

Im Folgenden werden die Ergebnisse aus der RT-gPCR und Acrylamid-
Gelelektrophorese dieser Primer Sets systematisch vorgestellt und anhand der amplifi-
zierten Produkte die exprimierten Spleiflvarianten in Huh-7 Zellen identifiziert. Die
Lokalisation der Bindungsstellen der Primer Sets sind jeweils in einem Alignment aller
Spleivarianten dargestellt, dabei sind die Spleivarianten, die durch diese Primer-
kombination nicht amplifiziert werden kénnen, transparent dargestellt und die theoretisch

nachweisbaren Spleildvarianten in den Vordergrund gerickt. Die einzelnen Primer sind
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mit Nummern benannt, die alternativen Namen und die Sequenzen kénnen Kapitel
3.1.8.3 entnommen werden. Auf den Acrylamidgelen ist jeweils mit einem roten Pfeil die

GrolRe des erwarteten Amplikons markiert.

4.2.4.1 Primer Set 1

Primer Set 1 ist ,intron-spanning”, d. h. die Primer 1 und 3 liegen in verschiedenen
Exons. Es sollte die Varianten 1, 2, 6, 7, 8 und 9 amplifizieren. Die Primer waren einzeln
mithilfe von Helping Primern in einer PCR an gDNA auf Funktionalitat getestet worden
(s. Anhang 12.2.1). In der RT-qgPCR konnte jedoch bei Kombination der Primer keine
spezifische Amplifikation des erwarteten Produktes nachgewiesen werden. Bei Verwen-
dung eines Random Primers in der reversen Transkription fand keine Amplifikation in
der qPCR statt. Wurde der Reverse Primer, also Primer 3, als Gen-spezifischer Primer
in der RT verwendet, wurde ein Produkt amplifiziert, was jedoch nicht der erwarteten
Lange von 268 bp entsprach. Das Primer Set wurde somit bei Verwendung an RNA als

unspezifisch verworfen.
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Abbildung 28: Primer Set 1

(A) Lokalisation der Primer 1 und 3 des Primer Sets 1, das die Varianten 1, 2, 6, 7, 8 und 9 amplifizieren
sollte. Die Schmelzkurven der RT-qPCR Produkte sowie die Acrylamidgele mit den amplifizierten Produkten
sind fir die gqPCR nach reverser Transkription mit Gen-spezifischem Primer (B) und Random Primer (C)
gezeigt. ,RT" = Ansatz mit Reverser Transkriptase bei der Herstellung der cDNA,; ,noRT" = Negativ-Kontrolle

ohne Reverse Transkriptase.
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4.2.4.2 Primer Set 2

Dieses Primer Set war aufgrund der Lokalisation des Forward Primers spezifisch flr
Spleifvariante 2, die ein einzigartiges erstes Exon besitzt. Auch dieses Set ist ,intron-
spanning®, somit wurden die Primer einzeln mit Helping Primern an gDNA auf Funk-
tionalitat gepruft und diese bestatigt (s. Anhang 12.2.2). In der RT-qgPCR konnte sowohl
nach reverser Transkription mit Random Primer als auch mit Gen-spezifischem Primer
keine Amplifikation des erwarteten Amplikons von 292 bp gezeigt werden. Somit wurde

angenommen, dass Spleilvariante 2 nicht exprimiert wird.
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Abbildung 29: Primer Set 2

(A) Lokalisation der Primer 2 und 3 des Primer Sets 2, das spezifisch die Variante 2 amplifizieren sollte. Die
Schmelzkurven der RT-gPCR Produkte sowie die Acrylamidgele sind fir die qPCR nach reverser
Transkription mit Gen-spezifischem Primer (B) und Random Primer (C) gezeigt. Das erwartete Amplikon

von 292 bp konnte nicht nachgewiesen werden.
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4.2.4.3 Primer Set 3

SpleilRvariante 3 weist ein einzigartiges 5’-Ende auf, was nur auf die Genannotation von
NCBI, nicht jedoch aus Ensembl EBI, aligned werden konnte und somit besonderes
Interesse erzeugte. Bei Verwendung des Reverse Primers als Gen-spezifischem Primer
in der RT wurde in der gPCR kein Produkt amplifiziert (s. Abbildung 30B). Jedoch konnte
nach RT mit einem Random Primer das erwartete Amplikon mit einer Ladnge von 356 bp
nachgewiesen werden (s. Abbildung 30C). Somit wurde gezeigt, dass die Spleil3-
variante 3 in den Zellen exprimiert wird.

4
Start | / 5 ‘Erm'
{

A 10.0007 20.0007 30.0007 20,0007 50.0007

RT noRT RT noRT

Merpeak 700bp wettPosk 700 bp

500 bp
400 bp

400 bp
- VA 300 bp
200 bp

300 bp
200 bp

g
=
=

d(RFUNAT

2 w0 \

s . \

g \ 150bp 150 bp
g \

100 bp IOV U S A N . 100 bp

RORT ™ 75bp N 75 bp

S50bp S 50 bp

Temperature, Celsius

B Schmelzkurve Acrylamidgel C Schmelzkurve Acrylamidgel

Abbildung 30: Primer Set 3

(A) Lokalisation der Primer 4 und 5 des Primer Sets 3, das die Variante 3 amplifizieren sollte. Die
Schmelzkurven der gPCR Produkte sowie die Acrylamidgele mit den amplifizierten Produkten von 356 bp
sind fur die RT-gPCR nach reverser Transkription mit Gen-spezifischem Primer (B) und Random Primer (C)

gezeigt. Erst nach RT mit Random Primer wird das erwartete Produkt amplifiziert.
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4.2.4.4 Primer Set 4

Zur Bestatigung obiger Ergebnisse fur die Spleivariante 3 wurde ein weiteres Primer
Set mit einem alternativen Reverse Primer entworfen. Damit konnten eine eingipfelige
Schmelzkurve sowie ein qPCR-Produkt der erwarteten Lange von 111 bp sowohl mit
Random Primer als auch mit Gen-spezifischem Primer in der RT nachgewiesen werden.
Die Expression von Spleivariante 3 wird somit als bestatigt angenommen. Dies besta-
tigt darUiber hinaus die GPR55 Genannotation aus NCBI, da nur diese Annotation die

Sequenz der nachgewiesenen SpleilRvariante im 3'-Bereich des GPR55-Gens abdeckt.
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Abbildung 31: Primer Set 4

(A) Lokalisation der Primer 4 und 6 des Primer Sets 3, das die Variante 3 amplifizieren sollte. Die
Schmelzkurven der RT-gPCR Produkte sowie die Acrylamidgele mit den amplifizierten Produkten von
111 bp sind fir die gPCR nach reverser Transkription mit Gen-spezifischem Primer (B) und Random Primer

(C) gezeigt.
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4.2.4.5 Primer Set 5

Dieses Set ist im konservierten Teil der GPR55 mRNA lokalisiert, alle Spleildvarianten
werden von diesem Primerpaar abgedeckt. In der RT-gPCR zeigte sich eine Schmelz-
kurve mit deutlicher Spitze und in der Acrylamid-Gelelektrophorese das erwartete
Produkt mit einer Lange von 136 bp. Dabei war die Schmelzkurve mit Random-Primer-

generierter cDNA wieder schéarfer als mit Gen-spezifischen RT-Primern und die Bande

im Gel erschien etwas kraftiger (Abbildung 32C).
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Abbildung 32: Primer Set 5
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(A) Lokalisation der Primer 7 und 3 des Primer Sets 5, das eine gemeinsame Sequenz aller Varianten
amplifizieren sollte. Die Schmelzkurven der RT-gPCR Produkte sowie die Acrylamidgele mit den

amplifizierten Produkten von 136 bp sind fir die qPCR nach reverser Transkription mit Gen-spezifischem

Primer (B) und Random Primer (C) gezeigt.
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4.2.4.6 Primer Set 6

Dieses Primer Set amplifiziert ebenfalls ein Produkt im konservierten Bereich der GPR55

MRNA. Die Primer wurden erstellt von Pan Hu, die 2019 die Publikation verfasste, auf

welcher die Untersuchungen aufbauen (Hu et al., 2019). Es zeigte sich anhand von

Schmelzkurve und Acrylamid-Gelelektrophorese die spezifische Amplifikation des

erwarteten Produkts einer Lange von 123 bp. Auch hier zeigte das gPCR-Produkt aus

Random-Primer-generierter cDNA wieder eine spitzere Schmelzkurve und eine starkere

Bande im Acrylamidgel (s. Abbildung 33C).
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Abbildung 33: Primer Set 6

(A) Lokalisation der Primer 8 und 9 des Primer Sets 6, das eine gemeinsame Sequenz aller Varianten

amplifizieren sollte. Die Schmelzkurven der RT-gPCR Produkte sowie die Acrylamidgele mit den

amplifizierten Produkten von 123 bp sind fir die gqPCR nach reverser Transkription mit Gen-spezifischem

Primer (B) und Random Primer (C) gezeigt.
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4.2.4.7 Primer Set7

Diese Primer produzieren ein Amplikon ebenfalls in der konservierten Region der GPR55
mRNA. Es konnten sowohl die Schmelzkurve, die durch eine eindeutige Spitze auf ein

einzelnes Produkt hinwies, als auch das erwartete Produkt von 97 bp Lange in der
Acrylamid-Gelelektrophorese nachgewiesen werden.

11
Start 10\‘ End
1
2
L 3
a4
K - 5
C 6
r » 7
— -p g
—up 3
|
A 10.0007 20.0007 30.0007 40.0007 50.0007
RT noRT RT noRT
Welt Peak 700 bp e 700 bp
500 bp 500 ; P 500 bp
ﬂ 400bp A 400 bp
: : i [\
Rt \ : 300bp oy i T i - 3005p
/ : : :
1 200bp § o | ! RT 200bp
B e E |
[ | 150 bp g [ 150 bp
.- bl
. H H 1
~—e \ 100 bp ol A —7.,,_7/ : '\ 100 bp
il : \ncm_ 75bp i L SN 1500 I
[} M rerereryrrrrere = o T —~ e
o5 0 78 80 85 % 85 50 bp 7 s 50 8 % 95
Temperature, Celsius Temperature, Celsius 50bp
B Schmelzkurve Acrylamidgel C Schmelzkurve Acrylamidgel

Abbildung 34: Primer Set 7

(A) Lokalisation der Primer 10 und 11 des Primer Sets 7, das eine gemeinsame Sequenz aller Varianten
amplifizieren sollte. Die Schmelzkurven der RT-gPCR Produkte sowie die Acrylamidgele mit den

amplifizierten Produkten von 97 bp Lange sind fir die gqPCR nach reverser Transkription mit Gen-
spezifischem Primer (B) und Random Primer (C) gezeigt.
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4.2.4.8 Primer Set 8

Primer Set 8 deckt ebenfalls den konservierten Bereich der GPR55 mRNA ab. Auch hier
zeigte sich eine Amplifikation des erwarteten Produkts mit einer Lange von 87 bp in der

RT-gPCR sowohl bei Verwendung von GSP als auch von Random Primer in der RT.
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Abbildung 35: Primer Set 8

(A) Lokalisation der Primer 12 und 13 des Primer Sets 8, das eine gemeinsame Sequenz aller Varianten

amplifizieren sollte. Die Schmelzkurven der RT-gPCR Produkte mit 87 bp Lange sowie die Acrylamidgele

mit den amplifizierten Produkten sind fiir die gPCR nach reverser Transkription mit Gen-spezifischem Primer

(B) und Random Primer (C) gezeigt.
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4.2.4.9 Primer Set 9

Primer Set 9 deckt die Spleildvarianten 8 und 9 ab, wobei Variante 8 nur ein Nukleotid
langer ist als Variante 9. Beide besitzen jedoch ein zweites Intron. Deswegen wurden
die Primer 15 und 18 so erstellt, dass sie ,intron-spanning®, also in zwei verschiedenen
Exons lokalisiert, sind. Bei Vorhandensein der Spleildvariante 8 oder 9 ware somit das
amplifizierte Produkt durch Aussparung des Introns wesentlich kirzer (199 bp) als bei
den anderen Varianten (1510 bp), letzteres wirde in der RT-gPCR mit einer
Elongationszeit von 30 s nicht amplifiziert werden. In der RT-gPCR zeigte sich keine
spezifische Amplifikation, weder nach einer RT mit Random Primer noch mit Gen-

spezifischem Primer. Somit spricht dies gegen die Expression von Variante 8 und 9.
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Abbildung 36: Primer Set 9

(A) Lokalisation der Primer 15 und 18 des Primer Sets 9, das die Varianten 8 und 9 amplifizieren sollte. Die
Schmelzkurven der RT-gPCR Produkte sowie die Acrylamidgele sind fir die qPCR nach reverser
Transkription mit Gen-spezifischem Primer (B) und Random Primer (C) gezeigt. Es wurde keine spezifische

Amplifikation des erwarteten Produkts von 199 bp Lange detektiert.
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4.2.4.10 Primer Set 10

Der Forward Primer 14 ist ein Exon-Exon-Junction Primer, d. h. er spannt sich Uber eine
Exon-Exon-Grenze. Somit werden nur die Varianten 1, 6, 7, 8 und 9 mit der
entsprechenden Spleilistelle amplifiziert. Die Expression der Varianten 6, 7 und 8 ist laut
dem Transcript Support Level von Ensembl als unwahrscheinlich eingestuft. Durch die
Ergebnisse von Primer Set 9, 11 und 12 ist die Expression der Varianten 8 und 9 sehr
unwahrscheinlich, weswegen Primer Set 10 indirekt am ehesten als spezifisch fur

Variante 1, die MANE Variante, zu betrachten ist.

Es zeigt sich in der RT-qPCR eine spezifische Amplifikation durch eine Schmelzkurve
mit einzelnem schmalen Peak und in der Acrylamid-Gelelektrophorese das erwartete
Produkt von 230 bp, was eine Expression der Variante 1 bestatigt. In der noRT-Kontrolle
zeigt sich ebenfalls eine Amplifikation bei hohen Ct-Werten und eine Schmelzkurve bei
niedrigeren Temperaturen, was zusammen mit einem sichtbaren kurzen Produkt im Gel
fur die Bildung von Primer-Dimeren bei Abwesenheit von cDNA spricht. Da diese Primer-
Dimere jedoch in der RT Probe nicht in der Schmelzkurve oder im Gel sichtbar sind,

scheinen sie nicht mit der Amplifikation der cDNA in der gPCR zu interferieren.
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Abbildung 37: Primer Set 10

(A) Lokalisation der Primer 14 und 3 des Primer Sets 10, das die Varianten 1, 6, 7, 8 und 9 amplifizieren
sollte. Die Schmelzkurven der RT-qPCR Produkte sowie die Acrylamidgele mit den amplifizierten Produkten
einer Lange von 230 bp sind flr die gPCR nach reverser Transkription mit Gen-spezifischem Primer (B) und

Random Primer (C) gezeigt.
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4.2.4.11 Primer Set 11

Auch Primer Set 11 beinhaltet einen Forward Primer, der sich Uber eine Exon-Exon-
Grenze erstreckt (Primer 16). Da diese aufgrund des einzigartigen Introns nur in den
Varianten 8 und 9 vorhanden ist, ist dieses Primer Paar spezifisch fir diese Varianten.
Es zeigte sich weder mit Random Primer noch mit Gen-spezifischem Primer in der RT
eine spezifische Amplifikation des erwarteten Produkts von 168 bp. Zwar ist eine
Amplifikation in der gqPCR zu sehen, jedoch spricht die verbreiterte und zweigipfelige
Schmelzkurve zusammen mit dem Vorhandensein sehr vieler unspezifischer Produkte
im Acrylamidgel fur die Amplifikation vieler unspezifischer Produkte. Zusammen mit dem
negativen Ergebnis von Primer Set 9 wird somit angenommen, dass die Varianten 8 und

9 nicht exprimiert werden.
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Abbildung 38: Primer Set 11

(A) Lokalisation der Primer 16 und 18 des Primer Sets 11, das die Varianten 8 und 9 amplifizieren sollte.
Die Schmelzkurven der RT-gPCR Produkte sowie die Acrylamidgele sind fir die gqPCR nach reverser
Transkription mit Gen-spezifischem Primer (B) und Random Primer (C) gezeigt. Das erwartete Amplikon

von 168 bp Lange (roter Pfeil) wurde nicht detektiert.
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4.2.4.12 Primer Set 12

Primer Set 12 beinhaltet einen Forward Primer, der im zweiten Intron der Spleil3varianten
8 und 9 lokalisiert ist und bei Amplifikation eines spezifischen Produkts fur die Varianten
1, 2, 3, und 4 spricht, da die Expression der Varianten 5, 6 und 7 nach dem TSL als
unwahrscheinlich gilt. Es zeigt sich die spezifische Amplifikation des Produktes von
243 bp Lange in der Schmelzkurve und in der Acrylamid-Gelelektrophorese, was fiir die
Expression der Varianten 1, 2, 3 und/oder 4 spricht. Auch hier Gberzeugt die RT-gPCR
mit Random-Primer-generierter cDNA (C), da die Schmelzkurve scharfer ist und nicht,

wie mit Gen-spezifischem RT-Primer (B), unspezifische Banden im Gel sichtbar sind.
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Abbildung 39: Primer Set 12

(A) Lokalisation der Primer 17 und 18 des Primer Sets 12, das nach Ausschluss der Varianten 5, 6, und 7
durch das TSL, die Varianten 1, 2, 3 und 4 amplifizieren sollte. Die Schmelzkurven der RT-gPCR Produkte
sowie die Acrylamidgele mit den amplifizierten Produkten einer Lange von 243 bp sind fiir die gPCR nach

reverser Transkription mit Gen-spezifischem Primer (B) und Random Primer (C) gezeigt.
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4.2.4.13 Primer Set 13

Um spezifisch die Expression von Spleildvariante 4 untersuchen zu kénnen, wurden zwei
Forward Primer im ersten Exon dieser Variante entwickelt (19 + 20) und jeweils mit
Primer 3 kombiniert, der in Exon 2 aller Varianten lokalisiert ist. Somit ergaben sich die
Primer Sets 13 und 14, die das Intron der Variante aussparten und spezifisch fiir Spleil3-
variante 4 waren. Die Forward Primer wurde jeweils mit zwei Helping Primern (33 + 34)
an gDNA validiert. In der RT-qPCR zeigte sich mit der Kombination der Primer 19 und 3
nach RT mit Gen-spezifischem Primern eine Amplifikation eines Produktes, was jedoch
nicht der erwarteten Lange von 287 bp entsprach. Im Vergleich zu GAPDH (225 bp) ist
das kurze Produkt auf dem Acrylamidgel auf ca. 220 - 230 bp abschatzbar. Mit cDNA
aus einer RT mit Random Primer zeigte sich keine Amplifikation, was somit gegen eine

Expression von Spleivariante 4 spricht.
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Abbildung 40: Primer Set 13

(A) Lokalisation der Primer 19 und 3 des Primer Sets 13, das spezifisch die Variante 4 amplifizieren sollte.
Die Schmelzkurven der RT-gPCR Produkte sowie die Acrylamidgele mit den amplifizierten Produkten sind
fur die gPCR nach reverser Transkription mit Gen-spezifischem Primer (B) und Random Primer (C) gezeigt.

Das erwartete Amplikon mit einer Lange von 287 bp wurde nicht detektiert.
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4.2.4.14 Primer Set 14

Primer Set 14 ist wie Primer Set 13 spezifisch fur SpleiRvariante 4. Es wird ein anderer
Forward Primer verwendet (Primer 20), dessen Bindungsstelle ebenfalls in Exon 1 der
Variante 4 lokalisiert ist. Es zeigt sich weder mit cDNA aus Gen-spezifischer RT noch
mit RT unter Verwendung eines Random Primers eine Amplifikation des erwarteten

Produktes von 244 bp. Somit wurde geschlossen, dass SpleiRvariante 4 nicht exprimiert

wird.
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Abbildung 41: Primer Set 14

(A) Lokalisation der Primer 20 und 3 des Primer Sets 14, das spezifisch die Variante 4 amplifizieren sollte.
Die Schmelzkurven der RT-gPCR Produkte sowie die Acrylamidgele sind fir die gqPCR nach reverser
Transkription mit Gen-spezifischem Primer (B) und Random Primer (C) gezeigt. Das erwartete Produkt von

244 bp Lange wurde nicht amplifiziert.

Fazit: In der Zusammenschau sprechen die gezeigten Ergebnisse der RT-qPCRs und
Acrylamid-Gelelektrophoresen fir die Expression der GPR55 mRNA Spleifdvarianten 1
(NM_005683.4; ENST00000650999.1) und 3 (XM_011512175.4) in Huh-7 Zellen. Dabei
ist der spezifische Nachweis der Variante 3 eindeutig gesichert, wahrend der Nachweis
der Variante 1 in Kombination verschiedener Ergebnisse "nur" als weitgehend gesichert

gelten kann.

Die SpleiRvariante 1 wurde im konservierten Bereich, den sie mit anderen Spleil3-
varianten gemeinsam hat, mit den Primer Sets 5, 6, 7, 8 sowie durch das indirekt
spezifische Primer Set 10 nachgewiesen. Dabei kann man durch die Kombination
verschiedener Ergebnisse, den Ausschluss der Varianten 8 und 9 mit den spezifischen

Primer-Sets 9 und 11 und den Informationen (ber den "Transcript Support Level" die
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Expression der anderen moglichen Spleivarianten weitestgehend ausschlieen. Diese
Identifikation von SpleiRvariante 1 bestatigt inre Annotation als ,MANE" Variante, deren
Sequenz in der Literatur am haufigsten verwendet wird und die somit bereits in ihrer

Existenz bestatigt wurde.

Spezifisch wurde nur die SpleilRvariante 3 mit den Primer Sets 3 und 4 nachgewiesen,
wobei Primer Set 4 deutlich bessere Ergebnisse zeigte. Interessant ist, dass
Spleifvariante 3 nur in der NCBI-Datenbank zu finden ist und deren Exon 1 (427 bp) am
5-Ende die 135 bp enthalt, in denen sich die GPR55 Gensequenzen in NCBI und
Ensembl EBI an diesem Ende unterscheiden. Der verwendete Forward Primer ist in den
Nukleotiden 4-26 der Sequenz lokalisiert und liegt somit innerhalb dieser 135 bp am 5°-
Ende. Die Identifikation dieser SpleilRvariante spricht somit fur die GPR55 Genannotation

in NCBI und gegen die in Ensembl EBI.

Fir die Primer Sets 4, 5, 6, 7, 8 und 10, die spezifische Amplifikation ohne
Hintergrundbanden zeigten, wurde im nachsten Schritt die Effizienz in der RT-gPCR
mittels Standardkurven ermittelt, um die effizientesten Primer Sets fir die Folge-

experimente zur Interaktion von GPR55 mRNA mit dem Hepatitis-C-Virus auszuwahlen.

4.2.5 Effizienzbestimmung der Primer Sets mithilfe von Standardkurven

In den vorherigen Experimenten wurde mit spezifischen Primer Sets, die unter-
schiedliche Sequenzen der GPR55 mRNA SpleilRvarianten amplifizierten, nachge-
wiesen, dass in Huh-7 Zellen die GPR55 mRNA Spleilvarianten 1 und 3 exprimiert
waren. Fur die Folgeexperimente zur Analyse der mdglichen Beeinflussung dieser
Expression durch Transfektion von HCV-RNA sollten nun die effizientesten Primer Sets
ausgewahlt werden. Primer Set 4 war spezifisch fur die Splei3variante 3, die Primer Sets
5, 6, 7 und 8 waren im konservierten Teil aller mRNA SpleilRvarianten lokalisiert und

Primer Set 10 war indirekt spezifisch flr Variante 1.

Durch Standardkurven mit 10-fachen cDNA-Verdinnungsreihen sollte nun die Effizienz
(E) dieser Primer bestimmt werden. Dabei wird durch logarithmische Auftragung der Ct-
Werte eine Regressionsgerade erstellt, aus der nach Erhebung der Steigung die
Effizienz der Primer berechnet wird (s. 3.2.2.14).

-1

E= 10A(Steigung

)—1

Gleichung 1: Formel zur Berechnung der Primer Effizienz in einer gPCR. Mithilfe der Steigung der
Regressionsgeraden nach Logarithmieren der Ct-Werte aus einer 10-fachen Verdlinnungsreihe kann die

Effizienz der Primer berechnet werden.
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Idealerweise verdoppelt sich die Anzahl der PCR-Produkte in jedem Zyklus, was einer
Effizienz von 1 bzw. 100 % des Primer Sets entspricht. Im Allgemeinen werden fir die
gPCR Primer-Effizienzen Werte zwischen 90 und 110 % angestrebt (Bio-Rad
Laboratories, 2006; Bradburn, 2021; Cepin, 2017).

Berechnete Primer-Effizienzen von unter 100 % konnen auftreten durch ein mangel-
haftes Primerdesign, nicht optimale Reaktionsbedingungen sowie die Bildung von Haar-
nadelstrukturen oder Sekundarstrukturen in den Primern. Dies fuhrt durch erschwerte
Amplifikation der Produkte zu einem verspateten Uberschreiten des Ct-Wertes und somit
einer Erhéhung der delta-Ct-Werte der 10-fachen Verdiinnungsschritte (Cepin, 2017).
Folglich ergibt sich eine steilere Regressionsgerade und somit ein niedrigerer
berechneter Wirkungsgrad. Wird fiir die Effizienz ein Wert gréRer als 100 % berechnet,
deutet dies auf eine Amplifikation von zusatzlichen unspezifischen Produkten oder die
Bildung von Primer-Dimeren hin (Cepin, 2017). AuRerdem kdnnen Verunreinigungen
oder Inhibitoren der Polymerase in der cDNA zu artifiziell hohen Effizienzen fihren.
Infolgedessen ist der Abstand der Ct-Werte zwischen den 10-fachen Verdinnungs-
schritten geringer als erwartet, da es durch die Inhibitoren trotz Zugabe von mehr
Template nicht zu einer verstarkten Amplifikation bei hohen cDNA-Konzentrationen
kommt. Durch die hoheren delta-Ct-Werte ergibt sich bei Auftragung auf eine
logarithmische Skala eine verflachte Regressionsgerade, was zu einer falsch hoch be-
rechneten Effizienz fihrt. Durch héhere Verdinnung der cDNA werden auch die reak-
tionshemmenden Verunreinigungen zunehmend verdinnt, weswegen sich die delta-Ct-
Werte der Verdinnungsschritte bei niedrigeren cDNA-Konzentrationen an die zu erwar-
tenden Differenzen anndhern. Die Abstande der Amplifikationskurven sind infolge-
dessen in fortgeschrittenen Zyklen tendenziell gré3er als bei niedrigerer Zyklusanzahl.
Pipettierfehler und inakkurate Verdunnungsreihen kdénnen fehlerhafte Effizienzen in
beide Richtungen verursachen, weswegen besonders auf genaues Pipettieren mit

korrekt kalibrierten Pipetten und nicht zu kleinen Volumina zu achten ist (Cepin, 2017).

Aus den vorangegangenen Experimenten zur Erhebung der Variantenexpression war
bereits bekannt, dass die GPR55 mRNA Spleivarianten sehr gering exprimiert waren,
was regelhaft zu hohen Ct-Werten Gber 30 flhrte. Somit konnte mit dieser Ausgangs-
menge an cDNA-Substrat keine 10-fache Verdinnungsreihe mit verlasslichen Ct-Werten
erstellt werden. Es wurde eine Methode bendtigt, die die Menge an Ausgangssubstrat
so weit erhdhte, dass sich Verdinnungsreihen mit mindestens funf 10-fachen
Verdunnungsschritten zur Herstellung einer Standardkurve anfertigen lieRen. Zu diesem
Zweck wurde eine Pra-Amplifikation durchgefihrt (Pasali¢ et al., 2021). In einer

Endpoint-PCR mit 35 Zyklen wurde die mit Random Primern hergestellte cDNA zunachst
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mit den spezifischen Primer Sets durch die Phusion-Polymerase amplifiziert
(s. 3.2.2.12). Die Produkte dieser PCR wurden dann auf einem 0,8%igen Agarosegel
Uberprift und anschlielRend mit einem PCR-Reinigungskit aufgereinigt. Es wurden 10-
fache Verdinnungsreihen dieser PCR-Produkte angefertigt (s. 3.2.2.15), die dann als
Ausgangssubstrat flir die qPCR dienten. Somit konnten, trotz niedrig exprimierter

mRNA, Standardkurven zur Effizienzbestimmung der Primer angefertigt werden.

4.2.5.1 Primer Set 4

Primer Set 4 amplifizierte spezifisch Spleivariante 3 der GPR55 mRNA (s. 4.2.4.4). Bei
einer 10-fachen Verdinnungsreihe der praamplifizierten cDNA ergaben sich folgende
Werte (E = Effizienz, R2 = Korrelationskoeffizient):

E=923% R2 = 0,997 Steigung der Regressionsgeraden = -3,521

Die berechnete Effizienz lag somit im Zielbereich von 90 - 110 % und das Primer Set

konnte fur Folgeexperimente verwendet werden.

Standard Curve

Log Starting Quantity

Abbildung 42: Standardkurve fir Primer Set 4 nach 10-facher Verdiinnungsreihe mit jeweils 2 technischen
Replikaten.

Trotz eines unspezifischen Produktes neben dem erwarteten Produkt von 111 bp in der Gelelektrophorese
war die berechnete Effizienz mit 92,3 % zufriedenstellend. Primer Set 3 hatte in den Untersuchungen ohne
Pra-Amplifikation nie unspezifische Produkte gezeigt und wurde deswegen fiir die weiteren Analysen der

SpleilRvariante 3 verwendet.

4.2.5.2 Primer Set 5

Primer Set 5 deckte einen gemeinsamen Bereich aller Spleivarianten ab und konnte
somit fr die gemeinsame Bestimmung von SpleilRvariante 1 und 3 angewendet werden.
Die 10-fache Verdinnungsreihe und Auftragung auf logarithmischer Skala ergab

folgende Regressionsgerade mit berechneten Werten:
E =103,0 % R2 =0,998 Steigung der Regressionsgeraden = -3,252

Somit lag auch hier die berechnete Effizienz mit 103,0 % im Zielbereich.
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Abbildung 43: Standardkurve fiir Primer Set 5 nach 10-facher Verdlinnungsreihe mit jeweils 2 technischen
Replikaten.

Im Agarosegel zeigt sich das erwartete Produkt von 136 bp.

4.2.5.3 Primer Set 6

Primer Set 6 war ebenfalls im gemeinsamen Bereich aller gelisteten Spleivarianten
lokalisiert. Dieses Set war bereits in der Publikation von Pan Hu (Hu et al., 2019)
verwendet worden und konnte bei den Vorexperimenten mit nicht pra-amplifizierte cDNA
das spezifische Produkt amplifizieren (s. 4.2.4.6). Nach Pra-Amplifikation zeigte sich in
der RT-qPCR jedoch bei verschiedenen Anlagerungstemperaturen (60 und 62 °C) die
Bildung von Primer Dimeren zusatzlich zum erwarteten Amplikon von 123 bp, was die
Effizienzbestimmung mittels Standardkurve beeinflusste. Durch die zusatzlichen
Produkte waren die Abstande der Ct-Werte der 10-fachen Verdinnungsschritte kleiner
als 3,3, was zu einer Steigung von lediglich -3,065, also einer flacheren
Regressionsgeraden, fuhrte. Die berechnete Effizienz lag somit mit 112 % oberhalb des
Referenzbereichs von maximal 110 %, weswegen dieses Primer Set fur relative

Expressionsanalysen nicht verwendet werden sollte.

E=112,0% R2 = 0,991 Steigung der Regressionsgeraden = -3,065
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Abbildung 44: Standardkurve fir Primer Set 6 nach 10-facher Verdiinnungsreihe mit jeweils 2 technischen

Replikaten.

Es sind zusatzliche Produkte von kurzer Lange (< 50 bp) im Gel sichtbar, was flr die Bildung von Primer-

Dimeren spricht. Diese erhohen artifiziell die berechnete Effizienz der Reaktion.

4.2.5.4 Primer Set7

Primer Set 7 produziert ein Amplikon von 97 bp im gemeinsamen Bereich aller
Spleivarianten. Auch dieses Set hatte in den vorangegangenen RT-qPCRs gute
Ergebnisse bei der spezifischen Amplifikation des erwarteten Produktes gezeigt
(s.4.2.4.7). Nach Pra-Amplifikation der cDNA wurden allerdings in verschiedenen
Durchgangen unspezifische Produkte in der gPCR bei der Standardkurvenbestimmung
amplifiziert, was die erhobenen Ct-Werte der 10-fachen Verdinnungsreihe verfalschte
und somit eine artifiziell hohe Effizienz ergab. Auch dieses Primer Set wurde deswegen

nicht zu den weiteren Experimenten zugelassen.

E=126,4 % R2 = 0,998 Steigung der Regressionsgeraden = -2,817
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Abbildung 45: Standardkurve fir Primer Set 7 nach 10-facher Verdiunnungsreihe mit jeweils 2 technischen

Replikaten.

Es zeigen sich zusatzlich zu dem erwarteten Produkt von 97 bp Lange unspezifische Produkte.

4.2.5.5 Primer Set 8
Als letztes Primer Set fUr den konservierten Bereich hatte auch Primer Set 8 zuvor in der

RT-gPCR ohne Pra-Amplifikation zuverlassige Ergebnisse beziglich der spezifischen
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Amplifikation des erwarteten Produktes von 87 bp ergeben (s. 4.2.4.8). Nach der Pra-
Amplifikation der cDNA trat zunehmend unspezifischer Hintergrund in der RT-gPCR auf,
der die Effizienzberechnung verfalschte und zu falsch hohen Effizienzen fihrte.

Daraufhin wurde auch dieses Primer Set aus den Folgeexperimenten ausgeschlossen.

E=1229% R2 =0,989 Steigung der Regressionsgeraden = -2,872
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Abbildung 46: Standardkurve fur Primer Set 8 nach 10-facher Verdinnungsreihe mit jeweils 2 technischen

Replikaten.

Es zeigen sich mehrere unspezifische Produkte < 100 bp, die die berechnete Effizienz verfalschen.

4.2.5.6 Primer Set 10

In der Pra-Amplifikation der cDNA mit der Phusion-Polymerase zeigte sich, dass Primer
Set 10 nur bei einer Anlagerungstemperatur von mindestens 62 °C zu spezifischen
Produkten flihrte, anders als die anderen Sets, die bereits bei einer Anlagerungs-
temperatur von 60 °C, wie sie im Protokoll der Phusion-Polymerase empfohlen war,
spezifische Produkte produzierten. Somit wurde die Pra-Amplifikation fir Primer Set 10
separat durchgefuhrt. In der anschlieRenden qPCR wurden die PCR-Produkte dann
wiederum in einer 10-fachen Verdiinnungsreihe angewendet. Es zeigten sich zusatzlich
zum erwarteten Produkt (230 bp) unspezifische Produkte, die den Primer-Dimeren aus
der noRT-Kontrolle aus der RT-gPCR ohne Pra-Amplifikation ahneln. Die berechnete
Effizienz lag mit 107,9 % trotzdem noch im Zielbereich von 90 - 110 %. Weil Primer Set
10 in den vorherigen Untersuchungen keine Primer Dimere in den RT-Proben gezeigt
hatte und kein alternatives Primer Set fur die spezifische Untersuchung der Spleil3-

variante 1 vorlag, wurde dieses Primer Set in den folgenden Experimenten verwendet.
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E=107,9% R2 = 0,981 Steigung der Regressionsgeraden = -3,145
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Abbildung 47: Standardkurve fir Primer Set 10 nach 10-facher Verdiinnungsreihe mit jeweils 2 technischen

Replikaten.

Es zeigen sich unspezifische Produkte, die mit Primer-Dimeren zu vereinbaren sind. Da dieses Primer Set
in den Untersuchungen ohne Verdinnungsreihen keinen unspezifischen Hintergrund bzw. Primer Dimere
gezeigt hatte und das einzig spezifische Set fir Spleilvariante 1, die MANE Variante, war, wurde es trotz

der Primer Dimere in den hier gezeigten Verdinnungsreihen weiterverwendet.

Fazit: Nach Effizienzanalyse der Primer wurden drei Primer Sets fir die weiteren
Experimente ausgewahlt: Primer Set 4 diente dem spezifischen Nachweis von
Spleilvariante 3, Primer Set 10 untersuchte Spleildvariante 1 und Primer Set 5 wurde fiir

die Analyse beider GPR55 mRNA Spleivarianten verwendet.

4.2.6 Transfektion von full length HCV-RNA in Huh-7 Zellen und
Expressionsanalyse der GPR55 mRNA SpleiRvarianten

Nachdem die exprimierten SpleiRvarianten in Huh-7 Zellen identifiziert wurden und
jeweils ein Primer Set spezifisch fir Variante 1 und 3 sowie ein Primer Set fir die
konservierte Region auf Effizienz und Spezifitat getestet und ausgewahlt wurde, sollte
nun untersucht werden, ob und wie stark sich die Expression der Varianten nach der
Transfektion von HCV-RNA veranderte. Laut Hu et al. (2019), die primar die
gegenseitige Beeinflussung von Inc-ITM2C-1 und HCV-Replikation in Huh-7.5 Zellen
untersucht hatten, konnte keine Erhdhung der GPR55-mRNA 6 Tage nach HCV
Transfektion detektiert werden, wahrend die IncRNA Expression erhéht war. Interessant
war, dass ein Knockdown von Inc-ITM2C-1 mittels Gapmers 48 h nach HCV Behandlung
zu einer Reduktion der GPR55 mRNA-Expression in Huh-7.5 Zellen gefuhrt hatte. Dies
deutete auf eine positive Regulation von GPR55 durch die im Gen benachbarte Inc-
ITM2C-1 hin (Hu et al., 2019). Diese Experimente waren an Huh-7.5 Zellen durchgefihrt
worden, die durch einen Defekt im RIG-I-Signalweg eine verringerte antivirale

Immunantwort induzieren und somit empfanglicher fir die HCV Replikation sind (Omura
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etal., 2019). Huh-7.5 Zellen sind eine Sublinie der Huh-7 Hepatoma Zellen. Huh-7 Zellen
hingegen besitzen eine intakte antivirale Immunabwehr und ahneln somit vergleichs-
weise starker den gesunden menschlichen Hepatozyten. Weil im Verlauf der Einfluss auf
das angeborene Immunsystem und die antivirale Antwort untersucht werden sollte,
wurden fir die hier beschriebenen Experimente Huh-7 Zellen verwendet, in denen die
HCV Replikation allerdings in verringertem Ausmal stattfindet als in Huh-7.5 Zellen.
Nachdem nun auch die exprimierten Spleivarianten bekannt waren, sollte untersucht
werden, ob HCV direkt oder indirekt die Expression einer dieser bestimmten

Spleilvariante in Huh-7 Zellen beeinflusst.

4.2.6.1 Transfektion und Western Blot
Dafir wurden Huh-7 Zellen mit HCV-RNA und miRNA-122 transfiziert und 48 h inkubiert.
Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und die RNA sowie Proteine fir den Western Blot

extrahiert.

Der Western Blot diente als Bestatigung flr die erfolgreiche Translation von HCV in den
Zellen, die sich durch einen positiven Nachweis fiir das HCV Nicht-Strukturprotein NS3
in den transfizierten Zellen zeigte. Als Negativkontrolle dienten Huh-7 Zellen, die nur mit
miRNA-122 transfiziert worden waren (Negativkontrolle, engl. ,mock"). Der Western Blot
diente dabei lediglich als qualitative Kontrolle fir die erfolgreiche Translation des NS3
Proteins, jedoch nicht als quantitative Messung, wie viel HCV-Protein in den Zellen
translatiert wurde. Beispielhaft ist in Abbildung 48 der Western Blot nach Transfektion
Nr. 3 dargestellt. Die restlichen Western Blots der durchgefuhrten Transfektionen sind
im Anhang zu finden (s. Kapitel 12.3). Im Verlauf wurden die Konzentrationen der
aufgetragenen Proteine zwischen den einzelnen Durchgangen im Western Blot
angepasst, um die Methodik und die Sichtbarkeit der Proteinbanden bei gleichzeitiger
Reduzierung des unspezifischen Hintergrunds zu optimieren. Somit bedeuten in diesem
Fall starker oder schwacher ausgepragte Banden fir NS3 nicht zwangslaufig eine
héhere oder niedrigere Expression des Proteins im jeweiligen Durchgang des

Experiments, sondern u. a. eine angepasste Menge der aufgetragenen Proteinlysate.
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Abbildung 48: Western Blot nach Transfektion Nr. 3 von Huh-7 Zellen mit full length HCV Genom (JC1
Plasmid).

(A) NS3 Protein bei 72 kDa. Nach Transfektion mit JC1 und miRNA122 ist eine Bande mit der GroR3e des
erwarteten Proteins sichtbar (roter Pfeil), die Negativkontrolle (nur miRNA122, mock) zeigt keine Bande
fur NS3. (B) GAPDH Kontrolle

Fazit:

Die Transfektion der vom HCV Plasmid transkribierten JC1 full length HCV-RNA konnte
erfolgreich durchgefiihrt werden, was durch den Nachweis von NS3 im Western Blot

gezeigt wird.

4.2.6.2 Expressionsanalysen der SpleiBvarianten mittels RT-qPCR

Um eine Veranderung der Expression zu untersuchen, wurde die extrahierte RNA aus
den transfizierten Zellen fir eine RT-gPCR verwendet und jeweils die zuvor identi-
fizierten SpleilRvarianten 1 und 3 sowie der konservierte Bereich mit spezifischen
Primern untersucht und die Expression in den mit HCV transfizierten Zellen (miRNA122
+ JC1) mit der Kontrolle (nur miRNA122) verglichen. Insgesamt wurden vier Durchgéange
des Prozesses von Transfektion, RNA-Extraktion bis RT-qPCR durchgefiihrt. Dabei
konnte aufgrund der geringen RNA-Ausbeute in den Durchgangen 1 und 2 keine noRT-
Kontrolle mit der extrahierten RNA durchgeflihrt werden. In den Durchgéngen 3 und 4
zeigte sich jedoch, wie in den vorherigen Experimenten, dass die noRT-Kontrolle in der
gPCR nicht amplifiziert wurde und die RNA wahrend der Extraktion somit sehr gut von

residualer DNA befreit wurde.
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Abbildung 49: Amplifikations- und Schmelzkurven von GAPDH (schwarz) und der noRT-Kontrolle (rot) aus
den Transfektionsdurchgangen Nr. 3 (A) und Nr. 4 (B).

Es ist zu sehen, dass die noRT-Kontrollen nicht amplifiziert wurden, was als vollstandige Entfernung von

residualer DNA aus der RNA nach Transfektion gewertet wurde.

Die Ct-Werte der quantitativen PCR wurden mithilfe der Delta-delta-Ct-Methode auf die
Expression der mMRNA des Haushaltsgens GAPDH normalisiert und in die relative Veran-
derung der Expression (relative fold change) umgerechnet. Daflir wurde folgende Formel

verwendet:

Relative fold change = 2*(-AACt)

Gleichung 2: Berechnung der relative Expressionsveranderung (relative fold change) aus den delta delta Ct-
Werten der qPCR.

Fir die statistische Analyse wurden aufgrund der nicht-normalverteilten Ergebnisse
sowie der kleinen Stichprobengrée von vier Durchgangen ein Mann-Whitney-Test
durchgefiihrt. Die p-Werte sind unter den Graphen der untersuchten Spleildvarianten
angegeben (Abbildung 50).

Es zeigte sich keine signifikante Veranderung der Expressionen von GPR55 mRNA
SpleilRvarianten 1 und 3 sowie der Gesamtheit der Varianten in den mit HCV trans-

fizierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle (miRNA-122). Jedoch zeigte sich eine leichte
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Tendenz zur Erhdhung der Expression in den mit HCV behandelten Zellen, wobei diese
Veranderungen u. a. durch die gro3e Streuung der Ergebnisse und die kleine Stichpro-
bengréfie nicht signifikant sind. Um einen moglichen signifikanten Effekt aufzudecken,
ware eine hohere Anzahl an Durchgangen des Experiments notig, die jedoch aus
zeitlichen und 6konomischen Griinden sowie einer Fokussierung auf andere Bereiche

des Gesamtprojektes nicht durchgefiihrt wurde.
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Abbildung 50: Relative Veranderung der Expression (Relative fold change) von GPR55 mRNA Spleif3-
varianten 48 h nach HCV full length RNA Transfektion in Huh-7 Zellen (miRNA122+JC1) vs. nach
Transfektion von lediglich miRNA-122.

(A) Konservierter Teil (mit Primer Set 5 in der RT-gPCR), der alle GPR55 Spleillvarianten betrifft und somit
eine allgemeine Abbildung der GPR55 mRNA Expression in den Zellen darstellt. Es zeigt sich keine
signifikante Erhohung der Expression.

(B) Spezifische Untersuchung der SpleiBvariante 1 (Primer Set 10), die als MANE Variante gilt. Es zeigt
sich auch hier keine signifikante Erhéhung der mRNA Expression nach Transfektion von HCV-RNA.

(C) Spezifische Untersuchung der SpleilRvariante 3 (Primer Set 4), die neben Variante 1 klar in Huh-7 Zellen
identifiziert wurde. Es zeigt sich keine signifikante Erhéhung der mRNA Expression nach Transfektion von
HCV-RNA.

ns = nicht signifikant. miRNA = microRNA

Fazit:

Nach Transfektion mit full length HCV-RNA konnte nach 48 h keine signifikante Ver-
anderung der Expression der GPR55 mRNA, weder fir Spleildvariante 1 oder 3 noch fir
die Gesamtheit aller Spleilvarianten, festgestellt werden. Es zeigte sich eine Tendenz
zur Erhdhung der Expression, die jedoch, u. a. aufgrund der groRen Streuung der

Ergebnisse sowie der kleinen Stichprobengrofie, nicht signifikant war.
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5 Diskussion

Wie fir alle biologischen Prozesse in der Natur ist die Voraussetzung flr virale
Replikationsprozesse die Interaktion unterschiedlicher Faktoren. Als RNA-Virus ist das
Hepatitis-C-Virus abhangig von verschiedenen zellularen Faktoren, zahlreiche
Mechanismen sind jedoch noch ungeklart. Um weitere Fortschritte in der Entwicklung
weiterer antiviraler Substanzen und eines wirksamen Impfstoffes zur Pravention einer
HCV-Infektion zu erzielen, ist die weitere Entschliisselung pathogener Mechanismen

des Virus unerlasslich.

Vorangegangene Studien verschiedener Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Teile des
nicht-proteinkodierenden Genoms, sogenannte non-coding RNAs, einen betrachtlichen
Anteil an der zellularen Regulation von Signalwegen haben (Mattick et al., 2023; Quinn
und Chang, 2016; Ransohoff et al., 2018). Lange nicht-kodierende RNAs (IncRNAs)
wurden in den letzten Jahren in diversen (patho)physiologischen Prozessen, u. a. in
Interaktionen mit verschiedenen viralen Erregern oder bei der Regulation des Immun-
systems, identifiziert (Ouyang et al., 2016; Zhao, 2019).

Die Inc-ITM2C-1 wurde 2019 von Hu et al. als proviraler Wirtsfaktor erkannt (Hu et al.,
2019). Es konnte gezeigt werden, dass durch eine HCV Replikation in den Zellen diese
IncRNA hochreguliert wird und dass umgekehrt durch einen Knockdown der IncRNA
mittels Gapmers die HCV Replikation und Translation signifikant reduziert wurde. Somit
wurde eine gegenseitige positive Regulation der beiden Faktoren postuliert. Weiterhin
wurde gezeigt, dass Inc-ITM2C-1 die Expression der mRNA des benachbarten GPR55-
Gens positiv beeinflusste und Uber bisher ungeklarte Mechanismen daraufhin
verschiedene ISGs negativ reguliert wurden. Deswegen wurde Inc-ITM2C-1 nach
Veroffentlichung der Ergebnisse vom HUGO Gen-Nomenklatur Komitee (HGNC) in

,GPR55 cis regulatory suppressor of immune response RNA* (GCSIR) umbenannt.

Weil IncRNAs haufig Uber direkte RNA-RNA oder RNA-DNA Interaktionen mit anderen
zelluldaren Nukleinsauren interagieren, sollten diese nun untersucht werden. Erste in
silico Experimente hatten mogliche direkte IncRNA-mRNA-Hybridisierungen zwischen
Inc-ITM2C-1 und GPRS55 gezeigt (Grahn, 2022). Deswegen wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die GPR55 mRNA mdglicherweise durch eine solche direkte RNA-
RNA-Interaktion mit der Inc-ITM2C-1 stabilisiert und somit langsamer abgebaut wird und

dass daraus eine erhdhte intrazellulare Expression von GPR55 resultiert.

Voraussetzung fur die weitere Untersuchung einer solchen maéglichen direkten IncRNA-
mRNA-Interaktion war also die Kenntnis der genauen Sequenzen der jeweiligen

beteiligten RNAs. In den gangigen Datenbanken fanden sich sowohl fur die IncCRNA als
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auch fir GPR55 mRNA verschiedene SpleilRvarianten. Somit war es nétig, zunachst die
in Huh-7 Zellen exprimierten Spleivarianten zu identifizieren. In dieser Arbeit wurde die
GPR55 mRNA untersucht, die Inc-ITM2C-1 wurde innerhalb der Arbeitsgruppe von M.
Khajouei (M.Sc.) analysiert. Fur die Untersuchungen sollten RT-gPCRs mit Varianten-
spezifischen Primer Sets verwendet werden. Um die bekannt niedrig exprimierte mMRNA
in der RT-gPCR ohne Verfalschung durch residuale DNA nachweisen zu kénnen, war
vorher eine Optimierung des RNA-Extraktionsprotokolls notwendig. Im Anschluss sollte
der Einfluss der HCV Replikation auf die GPR55 mRNA Expression in Huh-7 Zellen zu

einem friihen Zeitpunkt der Replikation untersucht werden.

5.1 RNA-Extraktion

Aufgrund der niedrigen Expression der GPR55 mRNA in Huh-7 Zellen sollte die
untersuchte Gesamt-RNA wahrend der Extraktion so weit wie mdglich von residualer
DNA befreit werden. Eine Verunreinigung hatte in der folgenden RT-gPCR durch Ampli-
fikation von gDNA statt cDNA zu falsch positiven Ergebnissen beim Nachweis der
GPR55 Spleivarianten und der Expressionsanalyse nach HCV Transfektion geflhrt.
AuRerdem sollte aufgrund der niedrigen Expression der mMRNA eine Degradation so weit
wie moglich verhindert werden. Die Gesamt-RNA Extraktion erfolgt in der Regel durch
eine der folgenden zwei Methoden: Eine Phenol-Chloroform-Extraktion oder die
Verwendung von kommerziell zu erwerbenden Kieselgel-Zentrifugationssaulen (Toni et
al., 2018). Daruber hinaus existieren Verfahren mithilfe von ,magnetic beads", die jedoch

in dieser Arbeitsgruppe nicht angewendet werden.

Das in der Arbeitsgruppe bis dato etablierte Protokoll zur RNA-Extraktion beinhaltete
eine Zelllyse durch TRIzol, eine Phenol-Chloroform-Extraktion mit anschlieRender
Fallung Uber Nacht, die zweimalige Aufreinigung mit Ethanol, die anschlieRende Be-
handlung mit TURBO™ DNase von Thermo Fisher und eine Wiederholung der Phenol-
Chloroform-Extraktion, Fallung und Aufreinigung (s. 4.1.2). Ein haufig im Verlauf der
RNA Extraktion gewahltes Verfahren zur Entfernung von DNA ist die Verwendung von
DNase, ein Enzym, das doppelstrangige DNA unspezifisch in 5'-phosphorylierte Oligo-
desoxynukleotide spaltet. Die verwendete TURBO™ DNase war rekombinanten
Ursprungs und soll deswegen laut Hersteller im Gegensatz zur Wildtyp-DNase | RNase-
frei sein (Thermo Fisher Scientific, 2024a). Im Sommer 2022 zeigte sich erstmals
wiederholt nach Gebrauch von TURBO™ DNase eine vollstdndige Degradation der
RNA, weswegen zunachst ein RNase-Inhibitor eingesetzt wurde, der jedoch kostspielig
war. Die bestehende gDNA Kontamination der Proben sollte nun mithilfe des RNA-

Isolationsprotokoll von Chomzynski und Sacchi reduziert werden, welches sich bereits
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1987 die chaotrope Wirkung des Guanidinium-Thiocyanats sowie den sauren pH-Wert
bei der Extraktion von reiner RNA zunutze machte (Chomzynski, 1987). Das nun flr die
regularen RNA-Reinigungen auch auferhalb der Verwendung von TRIzol verwendete
Phenol besall im Vergleich zum vorher verwendeten Phenol einen saureren pH-Wert
von 4,5, welches die Anreicherung der DNA in der hydrophoben Phase und somit die
Trennung von RNA und DNA verstarken sollte (s. 4.1.2). Hierbei ist zu betonen, dass in
diesem Schritt das besonders vorsichtige Abpipettieren des hydrophilen Uberstands mit
genugend groRem Abstand zur ,Interphase” zu einer deutlich verbesserten Aufreinigung
der RNA fiihrte, was bereits in anderen Protokollen zur RNA Extraktion betont wurde
(Toni et al., 2018).

Trotz der Verwendung des kostspieligen RNase-Inhibitors zeigte sich noch immer eine
partielle Degradation der Gesamt-RNA, weswegen ein Protokoll ohne DNase entwickelt
wurde. Das ausgewahlte Protokoll beinhaltete die Behandlung mit TRIzol, die von 5 auf
20 min verlangert wurde, um die Inaktivierung von RNasen zu maximieren, eine saure
Phenol-Chloroform-Extraktion (pH 4,5) und die anschlieRende Aufreinigung mittels einer
Kieselgel-Zentrifugationssaule (NEB Kit, s. Abbildung 15A, Protokoll 7). Durch das
Anwenden beider herkdbmmlicher Methoden zur RNA Extraktion zeigte sich im Vergleich
zu zahlreichen alternativen Protokollen die beste Integritdt der RNA und eine
ausreichende Entfernung residualer gDNA. Das Vorhandensein von gDNA in der Probe
wurde durch anschlieende RT-qgPCR in der noRT Probe (ohne Reverse Transkriptase,
hier kann also nur DNA in der PCR amplifiziert werden) und durch Auftragen der PCR-
Produkte auf ein Acrylamidgel ausgeschlossen. Ein mdglicher Nachteil des neuen
Verfahrens war allerdings die durchschnittlich leicht erniedrigte RNA-Konzentration

durch das ausflhrliche Aufreinigen der Proben.

Die RNA Degradation zeigte sich im Verlauf des Sommers 2022 auch unabhangig von
der Verwendung von DNase in verschiedenen getesteten Protokollen. Auch durch
wiederholten Austausch der verwendeten Reagenzien, den Gebrauch von Einweg-
material und UV-Licht sowie strenges Arbeiten unter der PCR Clean Bench zeigte sich
keine Besserung (New England Biolabs Inc., 2024). Eine klare Ursache der Verun-
reinigungen mit RNase konnte nicht identifiziert werden. Folglich ergab sich der Verdacht
auf eine Verunreinigung des Labors mit RNasen aus externen Quellen. Staub,
Hautschuppen, Haare, aber auch bodenlebende Mikroorganismen wie Bakterien und
Pilze, sind die Hauptquellen von kontaminierenden RNasen und kommen natlr-
licherweise ubiquitar vor (Meridian Bioscience, 2024; Oswald, 2013; Pelley, 2017). Einen
Beitrag zum erhdhten Vorkommen von RNasen aus bodenlebenden Mikroorganismen

konnte eine gesteigerte Staubverunreinigung in den Laborrdumlichkeiten durch den

122



Diskussion

trockenen Sommer und den benachbarten Hubschrauberlandeplatz der Uniklinik
gewesen sein, weil die Luftfilter im Altbau des Labors die auch durch die Hubschrauber
stark aufgewirbelte Luft nicht vollstandig filtern konnten. Hinweisend darauf ist, dass im
Frahling und Herbst bei haufigerem Regen die Luft weniger trocken und staubig war und
im Herbst 2022 die RNA-Extraktion wieder erfolgreich mit verschiedenen Protokollen
durchgeflhrt werden konnte. Unter dieser Voraussetzung konnte das oben genannte
Protokoll zur bestmdglichen Aufreinigung von residualer DNA bei guter Integritat der

RNA entwickelt und in der Arbeitsgruppe etabliert werden.

5.2 GPR55 und seine Rolle im HCV Replikationszyklus

5.2.1 GPRS5S5 als (Endo)Cannabinoid-Rezeptor und LPI-Rezeptor

Hu et al. zeigten 2019, dass Inc-ITM2C-1 die GPR55 mRNA des benachbarten Gens
positiv regulierte und im Verlauf durch eine Suppression antiviraler ISGs die HCV
Replikation beglnstigt (Hu et al., 2019). Somit wurde geschlossen, dass Inc-ITM2C-1
und GPRS55 provirale Wirtsfaktoren flir das Hepatitis-C-Virus darstellen. Wie genau die
Interaktion zwischen der INcRNA und GPR55 stattfindet, ist nicht eindeutig geklart, und
auch die Wirkung von GPR55 auf die ISGs ist bis dato noch unklar. GPR55 ist ein G-
Protein gekoppelter Rezeptor, der ubiquitar exprimiert wird. Seine Rolle in der HCV
Infektion, die Wirkung auf die Leberzellen und auf die Immunreaktion sind bisher noch
nicht vollstandig aufgeklart. Hingegen wurden in den vergangenen Jahren Erkenntnisse
in der Untersuchung der GPR55 Liganden, Signalwege und der Beeinflussung
verschiedener pathologischer Mechanismen gewonnen, die auch bei der HCV Infektion
eine Rolle spielen kdnnten. Der GPR55 Rezeptor bindet sowohl seinen endogenen
Liganden Lysophosphatidylinositol (LPI) als auch verschiedene Cannabinoide und
Endocannabinoide (Oka et al., 2007, Ryberg et al., 2007). DarGber hinaus bindet der
Rezeptor u. a. verschiedene Fettsdureethanolamide und Peptide (Im, 2021). Insgesamt
ist bei veroffentlichten GPR55 Expressionsanalysen jedoch zu beachten, dass in
unterschiedlichen Quellen teilweise die mMRNA Expression und teilweise die

Proteinexpression untersucht wurde.

5.2.1.1 Endocannabinoide und ihre Rolle bei Lebererkrankungen

Die Rolle von Cannabinoiden bei Lebererkrankungen hat in den vergangenen Jahren
zunehmendes Interesse erweckt. In Patient*innen mit chronischer Hepatitis C konnten
erhdhte Plasmakonzentrationen von Endocannabinoiden nachgewiesen werden
(Beyoglu et al., 2023; Patsenker et al., 2015). Gleichzeitig zeigte sich eine Reduktion

von LPI im Plasma der Patient*innen. Dies wird neben seiner Rolle als Aktivator von
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GPR55 fir die Synthese von Phosphatidylinositol-4-Phosphat bendtigt, welches
wiederum wichtig fir die HCV Replikation ist (Beyoglu et al., 2023). CB1, ein typischer
Cannabinoidrezeptor, der mit GPR55 interagieren kann und ahnliche Liganden bindet,
wird durch HCV im Huh-7 Zellmodell hochreguliert (Van Der Poorten et al., 2010). Durch
die Behandlung mit dem CB; Inhibitor AM251 kann die Produktion von HCV-RNA, viralen
Proteinen, neuen Viruspartikeln und die Virusinfektivitat reduziert werden (Shahidi et al.,
2014). Cannabidiol (CBD) wird als therapeutisches Mittel gegen Leberfibrose, maligne
Tumoren und Stérungen im Fettmetabolismus untersucht (Chen und Kim, 2024). Es
wurde gezeigt, dass CBD die HCV Replikation dosisabhangig inhibiert (Lowe et al.,
2017). Am GPR55 Rezeptor ist die Wirkung von CBD umstritten, teilweise wird es als
Antagonist angenommen, das ,abnormale CBD", ein Isomer, wird wiederum als Agonist
gesehen (Chen und Kim, 2024). Bisher existieren jedoch nur wenige klinische Studien

zur Wirkung auf das Hepatitis-C-Virus.

Die genaue Wirkweise der Endocannabinoide auf die HCV Replikation, die chronische
Infektion und Folgeerkrankungen der Leber ist noch nicht eindeutig geklart. Moglich ware
jedoch ein Zusammenhang mit dem Lipidmetabolismus der Wirtszelle, der essenziell fur
die HCV Replikation ist (s. 1.1.5) und den das HC-Virus fur seine Zwecke der
Vermehrung und Verbreitung nutzt (Herker und Ott, 2011). Bei einer HCV Infektion
verandert sich die Zellmembranzusammensetzung der Wirtszelle, da Cholesterol und
Phosphatidylcholin im ER akkumulieren und fir die HCV Replikation und die Produktion
von Lipoviropartikeln benotigt werden. Gleichzeitig akkumulieren Triglyceride in den
Hepatozyten (Beyoglu et al., 2023; Enjoji, 2011), was langfristig zur Steatosis hepatis
und zur Leberfibrose fuhrt. Die Aktivierung des Endocannabinoidsystems (ECS) ist
ebenfalls essenziell fir die Entwicklung einer Fettleber (Enjoji, 2011). Dabei wurde
interessanterweise in Huh-7 Zellen, die stabil HCV Proteine exprimierten, die
Akkumulation von Lipiden durch die Behandlung mit CB1 Agonisten erhéht und durch
CB+1 Antagonisten erniedrigt (Enjoji, 2011). Zwar wurde die Wirkung am GPR55 hierbei
nicht untersucht, jedoch ist mittlerweile bekannt, dass CB1 und GPR55 einige Liganden
teilen. Bisher ist nicht abschlieRend geklart, ob die Entstehung einer Fettleber bei HCV-
Infektion durch den Endocannabinoid/Cannabinoid-Rezeptor-Signalweg begriindet ist,
zu dem auch der GPR55 Rezeptor zahlt, es wird jedoch postuliert, dass HCV das
Cannabinoidsystem aktiviert (Enjoji, 2011). Es ist wahrscheinlich, dass die Wirkungen
hierbei sowohl durch den typischen Cannabinoidrezeptor CB als auch durch GPR55 als

,nheuen® Cannabinoidrezeptor vermittelt werden.

Durch seine Beeinflussung des Lipidmetabolismus als Endocannabinoidrezeptor kénnte

GPR55, neben einer Suppression von antiviralen ISGs, eine weitere provirale Wirkung
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besitzen, die das HC-Virus durch eine Aktivierung des ECS selbst anstot. Dieser

Bereich bedarf weiterer Forschung.

5.2.1.2 GPR55 als Inmunmodulator

Der Einfluss der GPR55 Expression auf verschiedene Faktoren des Immunsystems wird
kontrovers diskutiert. GPR55 Expressionsveranderungen zeigen sich vor allem in
Immunzellen selbst, wo sich eine Assoziation zwischen veranderter GPR55 Expression
und aktivierten Immunprozessen darstellt (Wnorowski et al., 2021). Bei systemischen
inflammatorischen Erkrankungen, die auf einer dysregulierten Immunantwort basieren,
wie beispielsweise der Sepsis, wird GPR55 eine proinflammatorische Rolle zuge-
schrieben (Zhou et al., 2016). Aufgrund der Stimulation von Neutrophilen, Mastzellen,
Monozyten und NK-Zellen sowie einer verstarkten Chemotaxis und Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine bei GPR55 Aktivierung werden GPR55 Antagonisten als
potenzielles therapeutisches Mittel bei Sepsis in Betracht gezogen (Zhou et al., 2016).
Sequenzierungsdaten aus Proben des Hepatozellularen Karzinoms (HCC), einer Kom-
plikation der chronischen HCV Infektion, zeigen eine erniedrigte GPR55 mRNA
Expression im Vergleich zu normalem Lebergewebe (Wang et al., 2023). Dabei
korrelierte die GPR55 Expression im HCC mit der Infiltration von Immunzellen sowie der
Expression von Immuncheckpoint-Proteinen. Als wahrscheinlichen Grund dafir nennen
die Autor*innen den Umstand, dass GPR55 hauptsachlich von den infiltrierenden
Immunzellen im Tumorgewebe exprimiert wird. Eine hohe Konzentration von GPR55 in
den Proben implizierte deswegen ein besseres Ansprechen auf eine Immuntherapie bei
HCC und korrelierte mit einem verbesserten Gesamtuberleben von Patient*innen mit
HCC (Wang et al., 2023). Diese Daten stehen im Kontrast zu Publikationen, die GPR55
eine onkogene und negative prognostische Wirkung bei malignen Erkrankungen
zusprachen (Andradas et al., 2011; Falasca und Ferro, 2016; Hasenoehrl et al., 2018;
Kitamura et al., 2021).

Die Immunantwort bei einer HCV Infektion wird, wie bereits beschrieben, sowohl durch
spezielle Immunzellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems als auch durch
die Immunantwort der Wirtszelle selbst vermittelt (s. 1.1.6). Die Ergebnisse von Hu et al.
liefern Hinweise auf eine Suppression verschiedener antiviraler ISGs durch GPR55 in
mit HCV behandelten Hepatoma-Zellen, die genaue Interaktion ist aber noch unklar (Hu
et al.,, 2019). Der Mechanismus der Wirkung von GPR55 auf intrazellulare pro- und
antivirale Signalwege und die Immunantwort von HCV-infizierten Hepatozyten ist bisher

unzureichend untersucht und bedarf weiterer Erforschung.
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5.2.2 GPR55 mRNA Expressionsanalyse nach HCV Transfektion

Wahrend durch eine HCV Transfektion eine erhdhte Expression der Inc-ITM2C-1 in Huh-
7.5 Zellen festgestellt wurde, konnte in friheren Untersuchungen durch Hu et al. 6 Tage
nach HCV-RNA Transfektion keine Anderung der GPR55 mRNA Expression festgestellt
werden (Hu et al., 2019). Erst nach Suppression der IncRNA mittels spezifischen
Gapmers sowie HCV Transfektion zeigte sich eine Suppression der GPR55 Expression
nach 12, 24 und 48 h. Zu diesem frihen Zeitpunkt war die Expression der HCV-RNA
noch unbeeinflusst von der IncRNA Suppression. Dies flhrte zu der Annahme, dass die
IncRNA die benachbarte GPR55 mRNA zu einem frihen Zeitpunkt nach HCV
Transfektion reguliert, wahrend diesem Einfluss zu einem spateren Zeitpunkt durch

bisher noch unbekannte Faktoren entgegengewirkt wird (Hu et al., 2019).

In den Expressionsanalysen von Hu et al. wurde nicht unter den unterschiedlichen
mRNA Spleivarianten von GPR55 differenziert, das verwendete Primer Set war im
gemeinsamen Bereich aller SpleiRvarianten lokalisiert. In dieser Arbeit wurde dieses
Primer Set (hier genannt Primer Set 6) ebenfalls untersucht und im Verlauf aufgrund
unzureichender Effizienz in der Testung mittels Standardkurven zugunsten des Primer

Sets 4 flr den konservierten Bereich aussortiert (s. 4.2.5.3).

Zudem wurden in dieser Arbeit Huh-7 Zellen statt Huh-7.5 Zellen fir die
Spleilvariantenanalyse sowie die HCV Transfektion verwendet. Der Grund hierfir war,
dass die Inc-ITM2C-1 - GPR55 - ISG Regulationsachse nun in einer Zelllinie mit
weitgehend intakter antiviraler Immunantwort untersucht werden sollte. In Huh-7 Zellen
ist der RIG-I Signalweg zur Erkennung einer HCV Infektion im Gegensatz zu Huh-7.5
Zellen intakt (Blight et al., 2002). Dies bedeutet im Gegenzug, dass diese Zellen weniger
permissiv fur eine HCV Transfektion und erfolgreiche Replikation sind, was bei der

Durchfiihrung eine Herausforderung darstellte.

Die Expressionsanalyse der GPR55 mRNA Spleivarianten 1 und 3 sowie aller
Varianten gemeinsam zeigten 48 h nach erfolgreicher HCV Transfektion keinen
signifikanten Unterschied zwischen behandelten und Kontroll-Zellen. Diese Ergebnisse
verhalten sich ahnlich wie die Ergebnisse von Hu et al., die ohne eine aktive Suppression
der IncRNA mittels Gapmers keine Veranderung der GPR55 mRNA 6 Tage nach HCV
Transfektion detektieren konnten. Die unterschiedlichen Zellreihen Huh-7.5 und Huh-7
scheinen sich trotz der unterschiedlich agierenden Immunantwort dahingehend also
ahnlich zu verhalten. Auch der frihere Zeitpunkt nach HCV Transfektion induzierte ohne
eine gleichzeitige Suppression der IncRNA als Mediator keine Veranderung der GPR55

Expression.
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Die Entwicklung und Validierung der Varianten-spezifischen Primer sowie die Detektion
der exprimierten GPR55 Spleivarianten 1 und 3 legten den Grundstein fir weitere
Untersuchungen der Inc-ITM2C-1 - GPR55 - ISG - Regulationsachse. Aktuell werden in
der Arbeitsgruppe Experimente zur Uberexpression der Inc-ITM2C-1 und der GPR55

mRNA durchgefiihrt, um die gegenseitige Beeinflussung weiter zu untersuchen.

Auf die methodischen Limitationen der Expressionsanalyse nach Transfektion wird unter

5.3.3 ausfuhrlich eingegangen.
5.3 Technische und methodische Limitationen

5.3.1 Reverse Transkription

Um die GPR55 mRNA Spleil3varianten in einer RT-PCR nachzuweisen, folgte auf die
RNA Extraktion die reverse Transkription (RT). In diesem Verfahren wird die mRNA in
doppelstrangige cDNA transkribiert, welche im nachsten Schritt in der gPCR als Substrat
zur Amplifikation dient. Bei der RT kénnen drei Arten von Primern verwendet werden:
OligodT Primer, Random Primer und Gen-spezifische Primer (GSP) (Thermo Fisher
Scientific, 2024b). Bei Verwendung von GSP soll nur die gesuchte mRNA-Sequenz in
cDNA transkribiert und die Mdoglichkeit einer unspezifischen Amplifikation in der
folgenden qPCR reduziert werden. Hingegen wird bei der Verwendung von Random
Primern, die typischerweise als Hexamere vorliegen, die RNA durch Bindung an
verschiedenen Lokalisationen in cDNA transkribiert. Zudem werden, im Gegensatz zu
OligodT Primern, auch die 5'-Enden von langen Genen transkribiert. Allerdings werden
die Gene ggdf. nichtin voller Ladnge am Stuick in cDNA umgeschrieben, weil die Hexamere
an verschiedenen Stellen auf dem Gen binden und die RT initiieren kdnnen. Ein Vorteil
von Random Primern besteht darin, dass bei einer zweischrittigen RT-qPCR die gleiche
cDNA aus der RT fiir alle gPCR Ansatze verwendet werden kann, wohingegen bei
Verwendung von GSP fir jede Spleifvariante eine separate RT durchgefuhrt werden
muss, was insgesamt mehr Zeit, Material und extrahierte RNA bendtigt. 1999 hatten
Zhang und Byrne gezeigt, dass die Verwendung von langeren (22 bp) sequenz-
spezifischen antisense Primern zur Herstellung von cDNA zu einer genaueren Detektion
von mRNA-Kopien im Vergleich zu unspezifisch bindenden Hexameren fihrte (Zhang
und Byrne, 1999). Als vermuteten Grund fur die akkuratere Detektion der Ziel-mRNA
nannten die Autor*innen u. a. die Synthese von trunkierten cDNA-Sequenzen bei der
Verwendung von Hexameren, bei denen in der anschlieenden RT-gPCR
Bindungsstellen fiir die PCR-Primer fehlten (Zhang und Byrne, 1999). Somit wurden zu

Beginn der Experimente dieser Arbeit GSP in der reversen Transkription verwendet, um
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im weiteren Verlauf die GPR55 mRNA Spleil3varianten moglichst sensitiv und spezifisch

in der RT-gPCR detektieren zu kénnen.

Trotz der theoretisch hdheren Sensitivitat und Spezifitat bei Verwendung von GSP in der
RT zeigten sich im Verlauf nach Verwendung von Random Primern durchweg eine
sensitivere und spezifischere Detektion der GPR55 Spleivarianten in der gPCR und in
der anschlieBenden Gelelektrophorese. Die SpleilRvariante 3 konnte beispielsweise erst
nach Verwendung von Random Primern in der RT nachgewiesen werden, wahrend nach
der RT mit GSP keine Amplifikation in der qPCR stattfand (s. Primer Set 3, 4.2.4.3).
Umgekehrt zeigte sich anhand der gPCR-Schmelzkurven und der Acrylamidgele
vermehrt unspezifische Amplifikation von PCR-Produkten bei Verwendung von cDNA
aus GSP-RT. Bei den Primer Sets 1 und 13 zeigte sich sogar die Amplifikation eines
einzelnen Produktes einer falschen GréRe (Off-Target-Effekt), welche bei der cDNA
nach Random Primern nicht auftrat (s. 4.2.4.1, 4.2.4.13).

Diese Ergebnisse sind genau umgekehrt zu den Erwartungen und Publikationen einer
sensitiven und spezifischen Detektion mittels Gen-spezifischen Primern in der RT
(Zhang und Byrne, 1999). Eine mdgliche Erklarung fur die unerwarteten Ergebnisse
dieser Arbeit ware die insgesamt hohere Ausbeute an cDNA bei Verwendung von
Random Primern bei niedriger angenommener Expression von GPR55 mRNA und
aufgrund dessen eine bessere Detektion und héhere Ausbeute an Produkt in der gPCR
unter Verwendung von validierten und spezifischen PCR-Primern. AuRerdem besitzen
Random Primer den Vorteil, dass sie auch an degradierte RNA binden und diese
amplifizieren kénnen (Thermo Fisher Scientific, 2024b). Da die Degradation von RNA
wie bereits beschrieben zeitweise eine grolte Herausforderung wahrend der
Experimente dieser Arbeit darstellte, kdnnten bereits die reverse Transkription kleiner
Mengen degradierter GPR55 mRNA zu einer besseren Detektion in der RT-gPCR
gefihrt haben. Trotzdem ist der Grund fiir die Ergebnisse, die genau entgegen der
obigen Erwartung und verdffentlichten Literatur stehen, nicht vollends geklart. In
gangigen Online-Portalen fir den Austausch von Wissenschaftlern (z. B.
ResearchGate.net) wurde jedoch teilweise ebenfalls zu Random Primern geraten, um
eine moglichst grofle Menge an cDNA in der reversen Transkription zu generieren, die
in der nachfolgenden gPCR dann mit moglichst spezifischen Primern zu einer
Amplifikation der niedrig exprimierten mRNA fiihren sollte (Research Gate, 2016). Dabei
ist jedoch wichtig zu betonen, dass dies lediglich Erfahrungswerte verschiedener
Wissenschaftler aus dem Laboralltag waren und im Rahmen der Recherche keine

wissenschaftlichen Publikationen zur Erklarung dieser Problematik gefunden wurden.

128



Diskussion

5.3.2 RT-qPCR und Varianten-spezifisches Primer Design

Um mdglichst spezifische gqPCR-Primer zu generieren, wurden verschiedene Kriterien
zur Optimierung von eigens entwickelten Oligonukleotiden berlcksichtigt, u. a. die Ladnge
der Oligonukleotide, der GC-Gehalt, die Schmelztemperaturen sowie eine maogliche
Bildung von Primer-Dimeren oder Haarnadel-Formationen (s. 3.2.6.2). Die
Sequenzspezifitat der Primer wurde durch eine Analyse mittels der Online-Ressource
Nukleotide-BLAST gepruft, welche Sequenzhomologien im gesamten menschlichen
Genom analysiert (NCBI, 2022a). Aufgrund der Sequenzahnlichkeit einiger
Spleiflvarianten mussten im Verlauf Kompromisse bei der Erfillung der Kriterien einge-
gangen werden. Einige Spleiltvarianten unterschieden sich nur in wenigen Nukleotiden,
weswegen die Primer zur Unterscheidung in begrenzte Bereiche platziert werden

mussten, dabei konnten teilweise nicht alle Kriterien vollends erfillt werden.

Neben der grofitmdglichen Entfernung von DNA in der RNA-Extraktion (s. 5.1) kann
auch durch die Verwendung von Exon-Exon-Primern die Amplifikation von residualer
DNA in der qPCR verhindert werden. Das Vorhandensein der Introns in der DNA ver-
hindert die Bindung von Primern, die eine Exon-Exon-Grenze iberspannen (Sandhu und
Acharya, 2005). Die gelisteten GPR55 mRNA SpleilRvarianten besalien jedoch jeweils
nur 2 - 3 Exons, was die Erstellung solcher Primer erschwerte. Die Exon-Exon-Grenze
der SpleiRvarianten 1, 6, 7, 8 und 9 war die gleiche, weswegen der Primer 14 bei-
spielsweise an alle dieser Varianten gebunden hatte. Aufgrund des zusatzlichen Introns
der Varianten 8 und 9 konnte fur diese ein spezifischer Exon-Exon-Primer generiert
werden (Primer 16, siehe Primer Set 11, 4.2.4.11). Diese Varianten unterschieden sich
jedoch nur in einem Basenpaar, weswegen es nicht moglich war, durch spezifische
Primer eine individuelle Detektion zu erreichen. Zudem konnte bei Verwendung von
Exon-Exon-Primern das Primer Set nicht an genomischer DNA validiert werden, was fur
alle anderen Primer Sets vor der Anwendung in der RT-qPCR erfolgte (s. 4.2.2). Somit
konnten vor Verwendung in der RT-qPCR die Primer Sets mit Exon-Exon Primern nicht

auf Spezifitat getestet werden.

Bei den Varianten 2, 3 und 4, deren Exon 1 sich von den anderen Varianten unterschied,
war es aufgrund des kleinen Sequenzbereichs und der dadurch bedingten geringen
Méglichkeit zur Anpassung anhand der Qualitatskriterien nicht moglich, einen spezi-
fischen Exon-Exon-Primer zu erstellen. Aul3erdem beinhaltete der Beginn des zweiten
Exons die gleiche Nukleotidsequenz wie bei allen anderen Varianten, was eine un-
spezifische Bindung an die anderen Varianten begunstigt hatte. Alternativ wurde bei
diesen Varianten der Forward Primer jeweils vollstandig im ersten Exon platziert (Primer

2,4,5,19, 20) und als Intron-spanning Primer Set mit einem Reverse Primer im zweiten
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Exon kombiniert (Primer 3). Durch diese Anordnung wére ebenfalls in der PCR mdgliche
residuale DNA nicht vollstdndig amplifiziert worden, da das Amplikon zu lang fir den
gewahlten Elongationszeitraum gewesen ware. Deswegen wurden fur die Validierung
an gDNA separate Helping Primer verwendet, die im Intron lokalisiert waren (Primer 5,
6, 29, 30, 31, 33, 34). So konnte durch das Auftragen der PCR-Produkte auf dem Acryl-
amidgel das Vorhandensein unspezifischer Produkte untersucht werden, die jedoch
nicht die endglltige Primer-Kombination, sondern lediglich den Forward Primer priften
(s. 12.2).

Ein unerwlinschter Effekt in der gPCR ist die Bildung von Primer Dimeren, die durch eine
Hybridisierung des Forward und Reverse Primers, vor allem am 3'-Ende, entstehen
(Merck, 2024). Diese Primer Dimere lenken die Reaktionskomponenten von der Syn-
these des gewlinschten Produkts ab und verringern so die Effizienz und Empfindlichkeit
des Assays. Bei SYBR-Green-Farbstoff basierten qPCR-Assays, wie sie in dieser Arbeit
verwendet wurden, lagert sich der Farbstoff in den doppelstrangigen Primer Dimeren an
und fuhrt so zu einer falsch hohen Detektion der Produkte. In der Schmelzkurve sind
solche Primer Dimere als Kurve mit einem Peak im unteren Temperaturbereich,
verglichen mit den erwiinschten, langeren Produkten sichtbar, da die Dimere bereits bei

niedrigeren Temperaturen dissoziieren.

Bei Primer Set 10 war in der noRT-Kontrolle eine Schmelzkurve mit einem Peak bei ca.
79 °C sichtbar, wahrend die des gewlinschten Produktes ihre Spitze bei 84 °C hatte. Im
dazugehorigen Gel zeigten sich in der noRT-Kontrolle unspezifische Produkte mit einer
Lange von ca. 60 - 70 bp, die wahrscheinlich auf die Bildung von Primer-Dimeren zurtick-
zufihren sind. Weil in der RT-Probe jedoch keine Primer-Dimere in der Schmelzkurve
und im Gel nachgewiesen werden konnten, wurde daraus geschlossen, dass bei
Vorhandensein von cDNA als Substrat in der gPCR sich die Primer spezifisch an diese
anlagerten und keine Primer-Dimere entstanden (s. 4.2.4.10). Da dieses Primer Set als
einziges zur spezifischen Detektion von Variante 1 (MANE) funktionierte und in der
Effizienzbestimmung mittels Standardkurven zufriedenstellende Ergebnisse zeigte,
wurde es in den weiteren Analysen verwendet. Es kann trotzdem nicht ausgeschlossen
werden, dass es bei diesem Primer Set zur Bildung von Primer Dimeren kommt, die die

gPCR Reaktion beeinflussen konnten.

5.3.3 Expressionsanalyse nach HCV Transfektion

Pan Hu hatte in ihren Untersuchungen gezeigt, dass durch eine Suppression von Inc-
ITM2C-1 eine Downregulation von GPR55 nach 12, 24 und 48 h in HCV transfizierten

Huh-7.5 Zellen stattfand. Diese hielt wahrscheinlich nicht lange an, da sich trotz einer
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erhéhten INcRNA Expression 6 Tage nach HCV Replikation keine Anderung der GPR55
Expression zeigte. Dies flihrte zu der Annahme, dass Inc-ITM2C-1 die cis-Regulation
von GPR55 nur innerhalb einer kurzen Zeitperiode nach Beginn der HCV Replikation
ausulbte (Hu et al., 2019). Deswegen sollte die GPR55 Expression friih (48 h) nach HCV

Transfektion in Huh-7 Zellen untersucht werden.

Um eine Anderung der GPR55 mRNA Expression durch die HCV Replikation zu
detektieren, wurden mittels RT-gPCR und der 2*(-AA-Ct)-Methode die Menge der
GPR55 mRNA in Huh-7 Zellen nach HCV Transfektion und erfolgreicher Replikation mit

einer Kontrolle verglichen (Livak und Schmittgen, 2001).

Die niedrige Expression von GPR55 mRNA in Huh-7 Zellen mit durchschnittlichen Ct-
Werten von > 32 in allen Proben flihrte zu einer grof’en Streuung bzw. Standard-
abweichung und unzuverldssigen Ergebnissen. Auch eine von Experiment zu
Experiment unterschiedliche Anzahl an Zellen, die HCV RNA erfolgreich aufgenommen
und repliziert haben, kann zur grof3en Streuung beitragen, ebenso wie die Qualitat der
extrahierten RNA, welche sehr empfindlich gegenliber schon geringsten Mengen an
kontaminierenden RNasen ist. Eine Moglichkeit, das methodische Problem der niedrigen
GPR55 Expression zu beeinflussen, ware die Uberexpression von GPR55 durch
Plasmide, die zurzeit in der Arbeitsgruppe etabliert wird. Aus 6konomischen Grinden
wird dabei jedoch nur die SpleiRvariante 1, die in den Datenbanken als MANE Variante

bezeichnete Sequenz, verwendet.

Zudem konnte aus zeitlichen Grinden nach anfanglichen methodischen Heraus-
forderungen bei der HCV Transfektion von Huh-7 Zellen lediglich eine Stichprobengrofie
von 4 Durchgéangen in diese Arbeit eingeschlossen werden, was die Teststarke und die
Statistik deutlich einschrankt. Um verlasslichere Ergebnisse zu generieren, waren somit
mehr Durchgange nétig. Dies wurde aufgrund der methodischen Herausforderungen aus
okonomischen und zeitlichen Grinden nicht durchgefiihrt und sich auf andere
Schwerpunkte im Projekt, insbesondere die Uberexpression der GPR55 mRNA mittels

Plasmiden durch M. Khajouei, konzentriert.

5.3.4 Annotationen von mRNA SpleiBvarianten in Datenbanken

Um mogliche direkte RNA-RNA Interaktionen zwischen Inc-ITM2C-1 und der GPR55
mRNA weiter zu untersuchen, war es nétig, die jeweilige exakte RNA-Sequenz zu
kennen. In den Datenbanken Lncipedia, NCBI und Ensembl fanden sich fir die IncRNA
insgesamt 13 (s. separate Arbeit von M. Khajouei, M.Sc.) und fir die GPR55 mRNA 9
SpleiRvarianten. Diese wurden grofitenteils durch bioinformatische Algorithmen

vorhergesagt, einzig bei der MANE Variante der GPR55 mRNA st eine Bestatigung
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durch diverse Publikationen beschrieben (NCBI, 2024). Bei den Alignments der GPR55
SpleilRvarianten an die Gensequenz fiel auf, dass sich die GPR55 Gensequenzen in
NCBI (Gene ID 9290) und Ensembl (ENSG00000135898) unterschieden. Somit konnten
die mRNA SpleilRvarianten erst nach der Erstellung eines Gens mit den zusammen-
gefiuihrten Grenzen aus den beiden Datenbanken alle in ein gemeinsames Alignment
aufgenommen werden. Es stellt sich die Frage, inwiefern auf die Richtigkeit der
aufgeflhrten Spleilvarianten und der annotierten Gene vertraut werden kann. In den
durchgefiihrten Analysen konnten die Spleilvariante 1 und 3 direkt und indirekt durch
RT-gPCR mit spezifischen Primern nachgewiesen werden. Weil die SpleilRvariante 3 in
dem Bereich des GPR55 Gens lokalisiert ist, der lediglich in NCBI annotiert ist, spricht
dies fur die Richtigkeit der NCBI Annotation. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit sollte

also eine Anpassung der Ensembl Datenbank vorgenommen werden.

5.3.4.1 Neue Annotationen von GPR55 Spleillvarianten

DarGber hinaus werden stetig neue annotierte Transkripte in den Datenbanken
hinzugefligt oder bestehende Transkripte aktualisiert. Bereits zwischen dem Beginn der
diesbeziglichen Untersuchungen von N. Grahn im Oktober 2021 und dem Beginn dieser
Arbeit im Marz 2022 waren die Sequenzen GPR55 Spleildvarianten in NCBI aktualisiert
worden, weswegen die Alignments neu angefertigt werden mussten. Eine weitere
Aktualisierung von NCBI erfolgte im Februar 2023, wobei 3 neue Transkripte
(XM_054344567.1, XM_054344568.1, XM_054344569.1) gelistet wurden, die somit
nicht in die experimentellen Expressionsanalysen im Rahmen dieser Dissertation, die

bis November 2022 erfolgten, miteinbezogen werden konnten (NCBI, 2022c).

Tabelle 3: Neue Annotationen der GPR55 mRNA SpleilRvarianten in NCBI, die erstmals im Februar 2023
gelistet wurden. Die Benennungen in Spalte 1 sind, analog zu den bereits behandelten SpleiRvarianten,
selbst erfolgt, die volle Transcript ID aus NCBI ist in Spalte 4 gezeigt. Die cDNA Sequenzen werden im

Anhang 12.1 gezeigt.

SpleiBvariante | Lange Quelle Transcript ID Exons
New X1 4125 NCBI XM_054344567.1 2
New X2 4379 NCBI XM_054344568.1 2
New X3 3846 NCBI XM_054344569.1 2

Bei genauerem Betrachten des nachtraglichen Alignments dieser neu annotierten
GPR55 Spleivarianten fallt auf, dass die neuen Varianten jeweils bereits zuvor
vorhandenen Varianten ahneln. Einzelne Basenpaare in der konservierten Region aller
GPR55 Varianten unterscheiden sich, was im Alignment mit allen SpleilRvarianten am

GPR55 Gen an kurzen Unterbrechungen in der konservierten Region im 3'-Bereich (s.
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Diskussion

Abbildung 51, rechts im Bild) sichtbar wird. Insgesamt wurden dort in den neuen

Varianten 6 Basenpaare ausgetauscht und ein zusatzliches Basenpaar eingefugt.

Start End

L
X X1
— B x2 Neue
; n NCBI 2023

10.0007 20.0007 30.000 40.0007 50.0007

Abbildung 51: Alignment mit den neu annotierten Spleilvarianten X1, X2, X3 auf NCBI.

Vergleicht man einzelne SpleiBvarianten, besteht eine Ahnlichkeit zwischen
SpleiRvariante 1 und der neuen Variante X1. Letztere hat ebenfalls 2 Exons, das erste
Exon beinhaltet die Sequenz des Exon 1 der Spleildvariante 1, ist jedoch insgesamt 280

bp langer. Dabei ergibt sich auch eine veranderte Spleil3stelle zwischen den Exons.

End

1
New X1

40.0007 45.000" 50.000!

‘/ m
r L 1 l_%

I 35.800 358000 36.000 36,1001

New X1

Abbildung 52: Alignment der SpleilRvariante 1 (MANE) und der neu annotierten Variante X1.
Es ist sichtbar, dass Exon 1 der neuen Variante insgesamt 280 bp langer ist und sich die SpleiRstelle

verschiebt.

Zudem besteht eine Ahnlichkeit zwischen SpleiRvariante 3 und der neuen Variante X2.
Dabei fallt auf, dass die Spleil3stelle gleichbleibt, das Exon 1 der neuen Variante jedoch
im 5°-Bereich 182 bp langer ist. Interessant ist dies, weil durch die Untersuchungen in
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Variante 3 in Huh-7 Zellen nachgewiesen
werden konnte und somit die langere GPR55 Genannotation in der NCBI-Datenbank der
im 3‘-Bereich kirzeren Annotation aus Ensembl vorzuziehen ist. Dadurch, dass NCBI
nun eine weiter verlangerte SpleilRvariante X2 annotiert hat, besteht die Mdglichkeit,
dass die Genannotation ebenfalls noch geandert wird. Bisher (Stand Januar 2025) wurde
die Genannotation auf NCBI allerdings nicht verandert, die annotierte Spleil3variante
befindet sich demnach bis dato nicht im Bereich des auf NCBI annotierten GPR55-Gens.
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Abbildung 53: Alignment der Spleilvariante 3 und der neu annotierten Variante X2 an der GPR55 Hybrid-
Gensequenz.
Variante X2 ist im 5‘-Bereich 182 bp langer als die in Huh-7 Zellen nachgewiesene Spleilivariante 3 und

befindet sich nicht mehr im Bereich des annotierten Gens in NCBI.

Die neue Variante X3 und die SpleilRvariante 4 unterscheiden sich durch eine
Verlangerung des Exon 1 um 2 bp im 5-Bereich sowie in den einzelnen Austauschen

von Basenpaaren im konservierten Bereich aller Splei3varianten (s. 0.):

End

New X3

eee

35.0001 40.0001 45.0001 S-EI ooof

Abbildung 54: Alignment der Spleilvariante 4 (3843 bp) und der neu annotierten Variante X3 (3846 bp).
AulRer dem bereits beschriebenen Austausch von Basenpaaren an 6 Stellen und dem Hinzufligen eines
Basenpaars zeigt sich eine Verlangerung von Exon 1 um 2 bp in der neuen Variante. Die Spleif3stellen

beider Varianten sind gleich.

Die neuen Annotationen von mRNA SpleiRvarianten koénnten die in dieser Arbeit
identifizierten SpleiBvarianten 1 und 3 in Huh-7 Zellen stitzen, da die neu annotierten

Varianten X1 und X2 diesen von der Verteilung der Exons und der Sequenz stark ahneln.

Durch den in dieser Arbeit erfolgten Nachweis der Spleivariante 3 in Huh-7 Zellen wird
die GPR55 Genannotation aus NCBI bestatigt. Die abweichende Annotation in Ensembl
EBI sollte somit angeglichen werden, um die Grenzen des GPR55 Gens in beiden
Datenbanken korrekt anzugeben. Zudem sollten die annotierten Transkripte beider
Datenbanken kritisch geprtft und ggf. zusammengefiihrt werden. Die Spleivarianten 1
(NM_005683.4; ENST00000650999.1) und 3 (XM_011512175.4) kénnen aus der hier
vorliegenden experimentellen Arbeit heraus als bestatigt angesehen werden und sollten

dementsprechend in den Datenbanken gekennzeichnet werden.
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6 Zusammenfassung

Das Hepatitis-C-Virus ist ein hepatotropes, einzelstrangiges RNA-Virus aus der Gruppe
der Flaviviridae. Weltweit leiden Uber 50 Millionen Menschen an einer HCV Infektion.
Diese fuhrt besonders durch eine Chronifizierung und Folgeerkrankungen wie Leber-
zirrhose und Hepatozellulares Karzinom trotz mittlerweile etablierter, aber noch immer

kostspieliger Therapie zu einer hohen Morbiditat und Mortalitat.

HCV ist wahrend seines Replikationszyklus auf Strukturen und Signalwege der
Wirtszelle angewiesen. Die zugrundeliegenden Interaktionen sind noch immer nicht
vollends erforscht. Um die von Hu et al. 2019 identifizierte proviral wirkende Inc-ITM2C-
1 - GPR55 - ISG Regulationsachse weiter zu untersuchen, wurde sich in dieser Arbeit
mit der Expressionsanalyse von GPR55 mRNA Splei3varianten im Kontext der HCV

Replikation befasst.

Zur Identifikation der in nativen Huh-7 Zellen exprimierten GPR55 mRNA
Spleivarianten mittels RT-gPCR wurde zunachst das Protokoll zur Gesamt-RNA-
Extraktion Oberarbeitet, mit dem Ziel einer Verhinderung der RNA-Degradation und
Reduktion kontaminierender gDNA. Das entwickelte Protokoll umfasste eine verlangerte
Behandlung mit TRIzol, eine saure (pH 4,5) Phenol-Chloroform-Extraktion und die
Aufreinigung mittels Kieselgel-Zentrifugationssaule. Die Entfernung von gDNA wurde
mittels einer noRT-Kontrolle in der RT-qPCR und Gelelektrophorese bestatigt. Das neue

Protokoll wurde erfolgreich in der Arbeitsgruppe etabliert.

Die Untersuchung der 9 verschiedenen in den Datenbanken NCBI und Ensembl EBI
gelisteten GPR55 mRNA Spleivarianten erfolgte zunachst mittels bioinformatischer
Alignments der einzelnen cDNA-Sequenzen an der GPR55 Gensequenz. Letztere
wurde manuell aus den leicht abweichenden Annotationen aus NCBI und Ensembl als
Hybridsequenz zusammengesetzt. Anhand der Alignments und der Exongrenzen
wurden moglichst Varianten-spezifische gPCR-Primer erstellt und validiert. Mittels RT-
gPCR und Gelelektrophorese wurde anschlieRend die Expression der Spleivarianten 1
(NM_005683.4; ENST00000650999.1) und 3 (XM_011512175.4) in Huh-7 Zellen
identifiziert.

Die Expression der Spleivariante 1 und 3 sowie die Expression aller GPR55 mRNA
SpleilRvarianten insgesamt wurden anschlief3end in HCV-transfizierten Huh-7 Zellen mit
der Expression in Kontrollzellen verglichen. Es zeigte sich keine signifikante Anderung
der GPR55 mRNA Expression 48 h nach HCV Transfektion, weder fir die einzelnen

Varianten 1 und 3 noch fiir die Gesamtheit aller GPR55 Spleivarianten.
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Zusammenfassung

Die erstellten und validierten GPR55 Primer flir die damit identifizierten Spleillvarianten
in Huh-7 Zellen sind der Grundstein fur weitere Analysen der Inc-ITM2C-1 - GPR55 -
ISG -Regulationsachse in der Arbeitsgruppe. Sie werden aktuell fir Untersuchungen mit

GPR55 mRNA Uberexpression durch Plasmide verwendet.

Durch den Nachweis der Spleilvariante 3 wurde die GPR55 Genannotation aus NCBI
bestatigt. Die abweichende Annotation aus Ensembl EBI wurde bis dato (Januar 2025)
nicht angepasst. Nach den Erkenntnissen aus dieser Arbeit sollten die gelisteten GPR55
Transkripte in den Datenbanken NCBI und Ensembl EBI kritisch Gberarbeitet und ggf.
zusammengefasst werden. Auch die Sequenzgrenzen der Genannotation in Ensembl

EBI sollte entsprechend der Annotation in NCBI angepasst werden.
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7 Conclusion

The hepatitis C virus (HCV) is a hepatotropic, single-stranded RNA virus belonging to
the Flaviviridae family. Globally, more than 50 million individuals are affected by an HCV
infection, which results in significant morbidity and mortality, mainly due to chronic HCV
infections. Those lead to complications such as liver cirrhosis and hepatocellular

carcinoma, despite the availability of established yet costly HCV treatments.

HCYV replication relies on various host cell structures und signaling pathways though the
detailed mechanisms underlying these interactions remain incompletely understood. In
this context, the thesis aimed to further explore the proviral Inc-ITM2C-1 - GPR55 - ISG
regulatory axis identified by Hu et al. (2019) by focusing on the expression analysis of

different GPR55 mRNA splice variants during HCV replication.

To identify GPR55 mRNA splice variants expressed in native Huh-7 cells by RT-gPCR
the protocol for total RNA extraction was first revised with the aim of preventing RNA
degradation und reducing contaminating gDNA. The protocol developed included
prolonged treatment with TRIzol, acidic (pH 4.5) phenol-chloroform extraction and
purification using a silica gel centrifugation column. The removal of gDNA was confirmed
using a noRT control in RT-gPCR and gel electrophoresis. The new protocol was

successfully established in the working group.

The investigation of the 9 different GPR55 mRNA splice variants listed in the NCBI and
Ensembl EBI databases was initially carried out using bioinformatic alignments of the
individual cDNA sequences to the GPR55 gene sequence. The latter was manually
assembled as a hybrid sequence from the slightly different annotations from NCBI and
Ensembl. Variant-specific gqPCR primers were created and validated based on the
alignments and exon boundaries. The expression of splice variants 1 (NM_005683.4;
ENST00000650999.1) and 3 (XM_011512175.4) in Huh-7 cells was then identified using
RT-gPCR and gel electrophoresis.

Subsequently, the expression levels of splice variants 1 und 3, as well as the overall
expression of all GPR55 splice variants, were compared in HCV-transfected Huh-7 cells
versus control cells. No significant differences were observed in the expression of
GPR55 mRNA, neither for the individual variants 1 und 3 nor for the total of all splice

variants, 48 hours after HCV transfection.

The validated GPR55 primers designed for the identified splice variants in Huh-7 cells

are now a fundamental tool for further investigations into the Inc-ITM2C-1 - GPR55 - ISG
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regulatory axis within the research group. These primers are currently being applied in

studies involving GPR55 mRNA overexpression through plasmid systems.

The GPR55 gene annotation from NCBI was confirmed by the detection of splice variant
3. The deviating annotation from Ensembl EBI has not been adjusted to date (January
2025). According to the findings from this work, the listed GPR55 transcripts in the NCBI
und Ensembl EBI databases should be critically revised and, if necessary, merged. The
sequence boundaries of the gene annotation in Ensembl EBI should also be adjusted

according to the annotation in NCBI.
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8 Abkiurzungsverzeichnis und Glossar
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Exon-Exon-Primer  Primer, der sich Uber die Exongrenzen einer mRNA
bzw. Exon-Exon- SpleilRvariante spannt
Junction-Primer

FASTA-Format textbasiertes Format zur Darstellung und Speicherung der
Primarstruktur von Nukleinsauren und Proteinen durch einen
Ein-Buchstaben-Code

G Guanin
g Gramm
g relative Zentrifugalkraft (RCF) oder g-Kraft; die radiale Kraft,

die vom rotierenden Rotor einer Zentrifuge erzeugt wird,
ausgedruckt im Verhaltnis zur Schwerkraft der Erde

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GCSIR GPR55 cis regulatory suppressor of immune response RNA
gDNA genomische DNA

GPR55 G-protein coupled receptor 55

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

HCC Hepatozellulares Karzinom

HCV Hepatitis-C-Virus

HRP Horseradish-Peroxidase = Meerrettich-Peroxidase
ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses

IFN Interferon

in silico leitet sich von der Computerkomponente ,Silicium*“ ab;
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Intron-spanning Primer Set, bei dem Forward und Reverse Primer jeweils in
unterschiedlichen Exons lokalisiert sind und der amplifizierte
Bereich somit im Gen ein Intron Gberspannt

IRES Internal ribosomal entry site, interne ribosomale Eintrittsstelle
IRF Interferon regulatorischer Faktor

ISG Interferon stimulated genes
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ITM2C Integral Membrane Protein 2C
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12.1 Sequenzen der GPR55 SpleiRvarianten (cDNA)

SpleiBvariante 1: NM_005683.4; ENST00000650999.1

>NM 005683.4 Homo sapiens G protein-coupled receptor 55 (GPR55), mRNA
AGAACAGGCTGACAGCCAGGCCTGGAGGAGAAATGACATCTCTCAGCCCTCTCAGCTGCACCGGACCACC
AACAGTTGTGATTCAATGGGCATGAATTGCTGTGTGATGCTGGGGAGGTGTTTGTGATTCTTGACAAAGT
CATTTGAATCCATCACTTCAAGAGAGTGAAAGGAGCCCCGTCTGATCTGTTGGTGTTGTAGGAAGAAACA
TGAGTCAGCAAAACACCAGTGGGGACTGCCTGTTTGACGGTGTCAACGAGCTGATGAAAACCCTACAGTT
TGCAGTCCACATCCCCACCTTCGTCCTGGGCCTGCTCCTCAACCTGCTGGCCATCCATGGCTTCAGCACC
TTCCTTAAGAACAGGTGGCCCGATTATGCTGCCACCTCCATCTACATGATCAACCTGGCAGTCTTTGACC
TGCTGCTGGTGCTCTCCCTCCCATTCAAGATGGTCCTGTCCCAGGTACAGTCCCCCTTCCCGTCCCTGTG
CACCCTGGTGGAGTGCCTTTACTTCGTCAGCATGTACGGAAGCGTCTTCACCATCTGCTTCATCAGCATG
GACCGGTTCTTGGCCATCCGTTACCCGCTACTGGTGAGCCACCTCCGGTCCCCCAGGAAGATCTTTGGGA
TCTGCTGCACCATCTGGGTCCTGGTGTGGACCGGAAGCATCCCTATCTACAGTTTCCATGGGAAAGTGGA
AAAATACATGTGCTTCCACAACATGTCTGATGATACCTGGAGCGCCAAGGTCTTCTTCCCGCTGGAGGTG
TTTGGCTTCCTCCTTCCCATGGGCATCATGGGCTTCTGCTGCTCCAGGAGCATCCACATCCTGCTGGGCC
GCCGAGACCACACCCAGGACTGGGTGCAGCAGAAAGCCTGCATCTACAGCATCGCAGCCAGCCTGGCTGT
CTTCGTGGTCTCCTTCCTCCCAGTCCACCTGGGGTTCTTCCTGCAGTTCCTGGTGAGAAACAGCTTTATC
GTAGAGTGCAGAGCCAAGCAGAGCATCAGCTTCTTCTTGCAATTGTCCATGTGTTTCTCCAACGTCAACT
GCTGCCTGGATGTTTTCTGCTACTACTTTGTCATCAAAGAATTCCGCATGAACATCAGGGCCCACCGGCC
TTCCAGGGTCCAGCTGGTCCTGCAGGACACCACGATCTCCCGGGGCTAACGGAAGGACATCCTGTTCAGG
GGAAGAAAGCCCTGGCCCTGAATTCTGGTAACGGATATCGCGTTCCAGGGTTTTGATGTGGTGGGATGAT
CCGCACCATCTTCACTGATGTGCTTCCCTTTGATGCCCATTGAGTGCCAGCTTTGCTCATTATACCCCAA
AGACCTTTTTTCCACTGCCCAGACAGCTTATACCACCCAGTGTTCAGGGATCTCTGAAGAACCCACAGAC
CAGGTGAATTACTGATTTCTAAGTCCAAAAACTATAGAGCAGAAGAATTGAGAAAGAGAATGAGACCATG
TCAACAAGGCTGTTTCCAACTCTCCCCATTTTCCTGTTCGACTGGGAGGTTCTGGAAAGAAAGAGAGAGA
GAGAAAAGAGGTAAAGGAGGGAGCCAAGAGAGTCAGTTATTGGGGAGAGTGTCTTGGGCAGAGGTGGGGT
GGTAGGGATGAGTGAAGTCCCTTTTTAGTTTGGGTGTCCCAGAACAGAGCAGACTTGCATTTTCCAGTCC
CTTCTGGAACTGTGTTGCCAAAAGCCTCACTGAGATGACAGCAAGAAGGGGTGGTGTTGGGGCTGGGCAA
GTAGCATGGATCACCCCAAGTTTCCAGTGAGCCTCAGAAAGGTGAAGGAAGCCAGCCACACCTTTCCGTG
CCCGTGAGAAGACTGCAAAATGACTGAGTGGGGTGTTGATGACATCCAAGAGCCATGAGGGGGGAGAGGA
AAGGACACTTCTGGGGAAGGAAGAAGACAGGCCCAGGGCTGGAAGCACACAGCCCCTCCCCTATCACCAT
CAGGGTGTCCACAGCACGGAGTGTTGGTGCTGGCCCAGGGTGAAGAGAGACAGTGAGAGACGGCCTGGGA
GCGGGGAGACCCCGACCTGCTTTCTATCTTAAACAGACTGGGAAGTTGCTCATTACAGCTAGCTTCCTTG
AAAACAATGGCAAAGAATCAGGCCTGCCTTGGTTCCACCATAGGAGGGTGGAGGAGGTGCTGTCTTACTC
ACCTGCATCCTGGCTGGGCAGCTGGCACCCGTGGCACTGCCCATGGAGCCGTCCCTCCCTGGCAGCTGGG
AGGGAGATGAGGCAGCTAGGCACAAGGGTGTGGCCTTGAGAAAGAAGGCAAGGGGGGGTCCCTGCTGGTC
CCAGGAAACTGTAAACAATTGAGTCACGCCTGGATGGCTTCTCAACGGATCTGGAGGAGGAGTGCAAGTG
ACAGCGGAAGCCTCCCAATGACTCAGCTGCTCCGGAGAGTGAAATGATGAGAAGGATCCATTGTGGGGTG
GTTTTGCATGACAGAGCGAGTGGGATGAGGAGTAACTGATGAGACTTCATGTGAGCAAGGTCTTCAGGAG
GAAAAGCAACTGAGGTCTACTTGTAGGATCTGGGCTCAGTGGGGGCTGAAGGGCTTGGGAGGGGTGGTGA
CCTGAGGGGAAGAAGAGAAGCATTTGGATAAACCTGGACCTGTGGGGAGGAGGAGGAGGAAGAGGAAGAG
GAAAAGGAGGGGAAGCTGAGCCGTGGCCCTAGGCTTGAAGCCTGCAGGGAGTGCAGGGTGGGTGGGGAAC
CTGGCTGAGCTGCTTCCTGCCTGAGAGCTTTCCCAGCTGGCCTAAGAGCCATGGACGGACAGGAGTCGCC
TTCTCAGGAGCAGCTCCCGCTGTTGCTGTGTTCAAGTGGCACCCTGTACACCTCCTCCTAGGTGGATGGA
GGGAAGGGTGAGGAAGAGAGCGTCAATGAAGGGGTGGAAGTGGATGTGGAGGAGTGACCAGACCAGACCA
GACCAGACCAGAGGGATCGGAGGCTCAGGCCCCCTGAGCTGGGCCTCTAAGAACCACAGCCACAGAGTCA
GGCTCTGCAGACCCAGAGGTAAGGCTGCCTGGCTGCCCCARAACCCCAGACACTCCTCTCCTTGCCTGCAG
GCTGCCCTCTCCCATGGCCACCCTAGACAGAGACCCACCCGTGATACTCTGAGGGAGCCAGACTTTCACA
TGCAACGGGGCATTTGGGGCTGGTTCGGGTCAGTGTCTACGGGTGGTGGATTTAGTGACCACCCTCCTCC
CACTTCTTTCTCTGCACGAGGAGTTGGGAGCCTGCCTGGTGGAGTTGAGTGATGCCCGTCATGTGCACTT
GGGTCTACCAATGTGCTTAAGGCCAGATGGGCTTCCTAAGAGACAAGGGTGGGTGGACCTAACCAACTAT
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CATCCCCAGCGATGTTCAAACATAAAATCTTATCTATGTGCAGCATGACTCTCTCCAGGTGACAGAAAGG
GCTCTAGACAGCTGAGAGGACCTGATCATGTAGGGAGGGACGGGGAGGGGAGCCAGGACCCAGGAGCTGC
ATGGCTGTAAGAGGAAGGTCCTTGGAGGGTATCAGCAGTCTCAGTGTGATGTGACAACTATGGACCTGTG
GGTGTGCCCTGGGGACCCCTGACCCATCCCAAAACACTGTGGAAAGAAGGGCCTCTTCTCCGTGGGGACC
CGTGTCTGTGGGAGCGGGCACAGGTCCATGCTGCAGGCCACTACGGCTGCTCGGCAGGAGGGCCGAGAGT
TTGGACCCACATAGCTGCAACCCAAGCTGGCCCATAATCAGCAGTGGGGCCCAGCAGCACAGGAGGGGCG
GACGGTTAGCTTTGGAAAAAATGACTTGATTAATCTGATTCGCCAAATAAATAGATTCATGTGA

SpleiBvariante 2: XM_005246952.5

>XM 005246952.5 PREDICTED: Homo sapiens G protein-coupled receptor 55
(GPR55), transcript variant X1, mRNA
AGAACAGGCTGACAGCCAGGCCTGGAGGAGAAATGACATCTCTCAGCCCTCTCAGCTGCACCGGACCACC
AACAGGTAACAGCCTCTGGGCCATTTAGAGAAACTAAGGCACGGAGCCTCCAACCTGACCTTGCTCTTGT
GGACTGCAGTTGTGATTCAATGGGCATGAATTGCTGTGTGATGCTGGGGAGGTGTTTGTGATTCTTGACA
AAGTCATTTGAATCCATCACTTCAAGAGAGTGAAAGGAGCCCCGTCTGATCTGTTGGTGTTGTAGGAAGA
AACATGAGTCAGCAAAACACCAGTGGGGACTGCCTGTTTGACGGTGTCAACGAGCTGATGARAAACCCTAC
AGTTTGCAGTCCACATCCCCACCTTCGTCCTGGGCCTGCTCCTCAACCTGCTGGCCATCCATGGCTTCAG
CACCTTCCTTAAGAACAGGTGGCCCGATTATGCTGCCACCTCCATCTACATGATCAACCTGGCAGTCTTT
GACCTGCTGCTGGTGCTCTCCCTCCCATTCAAGATGGTCCTGTCCCAGGTACAGTCCCCCTTCCCGTCCC
TGTGCACCCTGGTGGAGTGCCTTTACTTCGTCAGCATGTACGGAAGCGTCTTCACCATCTGCTTCATCAG
CATGGACCGGTTCTTGGCCATCCGTTACCCGCTACTGGTGAGCCACCTCCGGTCCCCCAGGAAGATCTTT
GGGATCTGCTGCACCATCTGGGTCCTGGTGTGGACCGGAAGCATCCCTATCTACAGTTTCCATGGGAAAG
TGGAAAAATACATGTGCTTCCACAACATGTCTGATGATACCTGGAGCGCCAAGGTCTTCTTCCCGCTGGA
GGTGTTTGGCTTCCTCCTTCCCATGGGCATCATGGGCTTCTGCTGCTCCAGGAGCATCCACATCCTGCTG
GGCCGCCGAGACCACACCCAGGACTGGGTGCAGCAGAAAGCCTGCATCTACAGCATCGCAGCCAGCCTGG
CTGTCTTCGTGGTCTCCTTCCTCCCAGTCCACCTGGGGTTCTTCCTGCAGTTCCTGGTGAGAAACAGCTT
TATCGTAGAGTGCAGAGCCAAGCAGAGCATCAGCTTCTTCTTGCAATTGTCCATGTGTTTCTCCAACGTC
AACTGCTGCCTGGATGTTTTCTGCTACTACTTTGTCATCAAAGAATTCCGCATGAACATCAGGGCCCACC
GGCCTTCCAGGGTCCAGCTGGTCCTGCAGGACACCACGATCTCCCGGGGCTAACGGAAGGACATCCTGTT
CAGGGGAAGAAAGCCCTGGCCCTGAATTCTGGTAACGGATATCGCGTTCCAGGGTTTTGATGTGGTGGGA
TGATCCGCACCATCTTCACTGATGTGCTTCCCTTTGATGCCCATTGAGTGCCAGCTTTGCTCATTATACC
CCAAAGACCTTTTTTCCACTGCCCAGACAGCTTATACCACCCAGTGTTCAGGGATCTCTGAAGAACCCAC
AGACCAGGTGAATTACTGATTTCTAAGTCCAAAAACTATAGAGCAGAAGAATTGAGAAAGAGAATGAGAC
CATGTCAACAAGGCTGTTTCCAACTCTCCCCATTTTCCTGTTCGACTGGGAGGTTCTGGAAAGAAAGAGA
GAGAGAGAAAAGAGGTAAAGGAGGGAGCCAAGAGAGTCAGTTATTGGGGAGAGTGTCTTGGGCAGAGGTG
GGGTGGTAGGGATGAGTGAAGTCCCTTTTTAGTTTGGGTGTCCCAGAACAGAGCAGACTTGCATTTTCCA
GTCCCTTCTGGAACTGTGTTGCCAAAAGCCTCACTGAGATGACAGCAAGAAGGGGTGGTGTTGGGGCTGG
GCAAGTAGCATGGATCACCCCAAGTTTCCAGTGAGCCTCAGAAAGGTGAAGGAAGCCAGCCACACCTTTC
CGTGCCCGTGAGAAGACTGCAAAATGACTGAGTGGGGTGTTGATGACATCCAAGAGCCATGAGGGGGGAG
AGGAAAGGACACTTCTGGGGAAGGAAGAAGACAGGCCCAGGGCTGGAAGCACACAGCCCCTCCCCTATCA
CCATCAGGGTGTCCACAGCACGGAGTGTTGGTGCTGGCCCAGGGTGAAGAGAGACAGTGAGAGACGGCCT
GGGAGCGGGGAGACCCCGACCTGCTTTCTATCTTAAACAGACTGGGAAGTTGCTCATTACAGCTAGCTTC
CTTGAAAACAATGGCAAAGAATCAGGCCTGCCTTGGTTCCACCATAGGAGGGTGGAGGAGGTGCTGTCTT
ACTCACCTGCATCCTGGCTGGGCAGCTGGCACCCGTGGCACTGCCCATGGAGCCGTCCCTCCCTGGCAGC
TGGGAGGGAGATGAGGCAGCTAGGCACAAGGGTGTGGCCTTGAGARAAGAAGGCAAGGGGGGGTCCCTGCT
GGTCCCAGGAAACTGTAAACAATTGAGTCACGCCTGGATGGCTTCTCAACGGATCTGGAGGAGGAGTGCA
AGTGACAGCGGAAGCCTCCCAATGACTCAGCTGCTCCGGAGAGTGAAATGATGAGAAGGATCCATTGTGG
GGTGGTTTTGCATGACAGAGCGAGTGGGATGAGGAGTAACTGATGAGACTTCATGTGAGCAAGGTCTTCA
GGAGGAAAAGCAACTGAGGTCTACTTGTAGGATCTGGGCTCAGTGGGGGCTGAAGGGCTTGGGAGGGGTG
GTGACCTGAGGGGAAGAAGAGAAGCATTTGGATAAACCTGGACCTGTGGGGAGGAGGAGGAGGAAGAGGA
AGAGGAAAAGGAGGGGAAGCTGAGCCGTGGCCCTAGGCTTGAAGCCTGCAGGGAGTGCAGGGTGGGTGGG
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GAACCTGGCTGAGCTGCTTCCTGCCTGAGAGCTTTCCCAGCTGGCCTAAGAGCCATGGACGGACAGGAGT
CGCCTTCTCAGGAGCAGCTCCCGCTGTTGCTGTGTTCAAGTGGCACCCTGTACACCTCCTCCTAGGTGGA
TGGAGGGAAGGGTGAGGAAGAGAGCGTCAATGAAGGGGTGGAAGTGGATGTGGAGGAGTGACCAGACCAG
ACCAGACCAGACCAGAGGGATCGGAGGCTCAGGCCCCCTGAGCTGGGCCTCTAAGAACCACAGCCACAGA
GTCAGGCTCTGCAGACCCAGAGGTAAGGCTGCCTGGCTGCCCCAAACCCCAGACACTCCTCTCCTTGCCT
GCAGGCTGCCCTCTCCCATGGCCACCCTAGACAGAGACCCACCCGTGATACTCTGAGGGAGCCAGACTTT
CACATGCAACGGGGCATTTGGGGCTGGTTCGGGTCAGTGTCTACGGGTGGTGGATTTAGTGACCACCCTC
CTCCCACTTCTTTCTCTGCACGAGGAGTTGGGAGCCTGCCTGGTGGAGTTGAGTGATGCCCGTCATGTGC
ACTTGGGTCTACCAATGTGCTTAAGGCCAGATGGGCTTCCTAAGAGACAAGGGTGGGTGGACCTAACCAA
CTATCATCCCCAGCGATGTTCAAACATAAAATCTTATCTATGTGCAGCATGACTCTCTCCAGGTGACAGA
AAGGGCTCTAGACAGCTGAGAGGACCTGATCATGTAGGGAGGGACGGGGAGGGGAGCCAGGACCCAGGAG
CTGCATGGCTGTAAGAGGAAGGTCCTTGGAGGGTATCAGCAGTCTCAGTGTGATGTGACAACTATGGACC
TGTGGGTGTGCCCTGGGGACCCCTGACCCATCCCAAAACACTGTGGAAAGAAGGGCCTCTTCTCCGTGGG
GACCCGTGTCTGTGGGAGCGGGCACAGGTCCATGCTGCAGGCCACTACGGCTGCTCGGCAGGAGGGCCGA
GAGTTTGGACCCACATAGCTGCAACCCAAGCTGGCCCATAATCAGCAGTGGGGCCCAGCAGCACAGGAGG
GGCGGACGGTTAGCTTTGGAAAAAATGACTTGATTAATCTGATTCGCCAAATAAATAGATTCATGTGA

SpleiBvariante 3: XM_011512175.4

>XM 011512175.4 PREDICTED: Homo sapiens G protein-coupled receptor 55
(GPR55), transcript variant X2, mRNA
GTGGCCTTTCTCTTTTTCTCCCCCGATGGAGACTGGAAGGCTAGAGGGGGCCTGAAGTTATCTCATTGCC
CTTCCCCTAGGGCAGATAAGGCCCTGGTAAGGCAGTGTCCTTTGATGAGAACACTTAAGGAGAACAGAAT
GCTCTGGGCTTTCAAAATGGTTACTTTTCGGCTGGGCATGGTTTTAAATGGTTACTTTTCCTCTCCTGTT
GCCTGAAGCCTGGGGATTTTTCTCCTGTCTTCACAGTGAGAAACTGGTGACCTTCCTGGAGGTAACCCCA
GGAAAATGTGGGGCTTCCCTACTACAGGGACCCCAGGACTTTATGACACTTAAGCTAGCCCAAACACTCA
GCCTCCAGCAATTCGTCAGGTACCATGTAAGTGCTCCTACAAGTTGCCGGCTCCTGGGTGGCTTCTGCTT
CTGGAAGTTGTGATTCAATGGGCATGAATTGCTGTGTGATGCTGGGGAGGTGTTTGTGATTCTTGACAAA
GTCATTTGAATCCATCACTTCAAGAGAGTGAAAGGAGCCCCGTCTGATCTGTTGGTGTTGTAGGAAGAAA
CATGAGTCAGCAAAACACCAGTGGGGACTGCCTGTTTGACGGTGTCAACGAGCTGATGAAAACCCTACAG
TTTGCAGTCCACATCCCCACCTTCGTCCTGGGCCTGCTCCTCAACCTGCTGGCCATCCATGGCTTCAGCA
CCTTCCTTAAGAACAGGTGGCCCGATTATGCTGCCACCTCCATCTACATGATCAACCTGGCAGTCTTTGA
CCTGCTGCTGGTGCTCTCCCTCCCATTCAAGATGGTCCTGTCCCAGGTACAGTCCCCCTTCCCGTCCCTG
TGCACCCTGGTGGAGTGCCTTTACTTCGTCAGCATGTACGGAAGCGTCTTCACCATCTGCTTCATCAGCA
TGGACCGGTTCTTGGCCATCCGTTACCCGCTACTGGTGAGCCACCTCCGGTCCCCCAGGAAGATCTTTGG
GATCTGCTGCACCATCTGGGTCCTGGTGTGGACCGGAAGCATCCCTATCTACAGTTTCCATGGGAAAGTG
GAAAAATACATGTGCTTCCACAACATGTCTGATGATACCTGGAGCGCCAAGGTCTTCTTCCCGCTGGAGG
TGTTTGGCTTCCTCCTTCCCATGGGCATCATGGGCTTCTGCTGCTCCAGGAGCATCCACATCCTGCTGGG
CCGCCGAGACCACACCCAGGACTGGGTGCAGCAGAAAGCCTGCATCTACAGCATCGCAGCCAGCCTGGCT
GTCTTCGTGGTCTCCTTCCTCCCAGTCCACCTGGGGTTCTTCCTGCAGTTCCTGGTGAGAAACAGCTTTA
TCGTAGAGTGCAGAGCCAAGCAGAGCATCAGCTTCTTCTTGCAATTGTCCATGTGTTTCTCCAACGTCAA
CTGCTGCCTGGATGTTTTCTGCTACTACTTTGTCATCAAAGAATTCCGCATGAACATCAGGGCCCACCGG
CCTTCCAGGGTCCAGCTGGTCCTGCAGGACACCACGATCTCCCGGGGCTAACGGAAGGACATCCTGTTCA
GGGGAAGAAAGCCCTGGCCCTGAATTCTGGTAACGGATATCGCGTTCCAGGGTTTTGATGTGGTGGGATG
ATCCGCACCATCTTCACTGATGTGCTTCCCTTTGATGCCCATTGAGTGCCAGCTTTGCTCATTATACCCC
AAAGACCTTTTTTCCACTGCCCAGACAGCTTATACCACCCAGTGTTCAGGGATCTCTGAAGAACCCACAG
ACCAGGTGAATTACTGATTTCTAAGTCCAAAAACTATAGAGCAGAAGAATTGAGAAAGAGAATGAGACCA
TGTCAACAAGGCTGTTTCCAACTCTCCCCATTTTCCTGTTCGACTGGGAGGTTCTGGAAAGAAAGAGAGA
GAGAGAAAAGAGGTAAAGGAGGGAGCCAAGAGAGTCAGTTATTGGGGAGAGTGTCTTGGGCAGAGGTGGG
GTGGTAGGGATGAGTGAAGTCCCTTTTTAGTTTGGGTGTCCCAGAACAGAGCAGACTTGCATTTTCCAGT
CCCTTCTGGAACTGTGTTGCCAAAAGCCTCACTGAGATGACAGCAAGAAGGGGTGGTGTTGGGGCTGGGC
AAGTAGCATGGATCACCCCAAGTTTCCAGTGAGCCTCAGAAAGGTGAAGGAAGCCAGCCACACCTTTCCG
TGCCCGTGAGAAGACTGCAAAATGACTGAGTGGGGTGTTGATGACATCCAAGAGCCATGAGGGGGGAGAG
GAAAGGACACTTCTGGGGAAGGAAGAAGACAGGCCCAGGGCTGGAAGCACACAGCCCCTCCCCTATCACC
ATCAGGGTGTCCACAGCACGGAGTGTTGGTGCTGGCCCAGGGTGAAGAGAGACAGTGAGAGACGGCCTGG
GAGCGGGGAGACCCCGACCTGCTTTCTATCTTAAACAGACTGGGAAGTTGCTCATTACAGCTAGCTTCCT
TGAAAACAATGGCAAAGAATCAGGCCTGCCTTGGTTCCACCATAGGAGGGTGGAGGAGGTGCTGTCTTAC
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TCACCTGCATCCTGGCTGGGCAGCTGGCACCCGTGGCACTGCCCATGGAGCCGTCCCTCCCTGGCAGCTG
GGAGGGAGATGAGGCAGCTAGGCACAAGGGTGTGGCCTTGAGAAAGAAGGCAAGGGGGGGTCCCTGCTGG
TCCCAGGAAACTGTAAACAATTGAGTCACGCCTGGATGGCTTCTCAACGGATCTGGAGGAGGAGTGCAAG
TGACAGCGGAAGCCTCCCAATGACTCAGCTGCTCCGGAGAGTGAAATGATGAGAAGGATCCATTGTGGGG
TGGTTTTGCATGACAGAGCGAGTGGGATGAGGAGTAACTGATGAGACTTCATGTGAGCAAGGTCTTCAGG
AGGAAAAGCAACTGAGGTCTACTTGTAGGATCTGGGCTCAGTGGGGGCTGAAGGGCTTGGGAGGGGTGGT
GACCTGAGGGGAAGAAGAGAAGCATTTGGATAAACCTGGACCTGTGGGGAGGAGGAGGAGGAAGAGGAAG
AGGAAAAGGAGGGGAAGCTGAGCCGTGGCCCTAGGCTTGAAGCCTGCAGGGAGTGCAGGGTGGGTGGGGA
ACCTGGCTGAGCTGCTTCCTGCCTGAGAGCTTTCCCAGCTGGCCTAAGAGCCATGGACGGACAGGAGTCG
CCTTCTCAGGAGCAGCTCCCGCTGTTGCTGTGTTCAAGTGGCACCCTGTACACCTCCTCCTAGGTGGATG
GAGGGAAGGGTGAGGAAGAGAGCGTCAATGAAGGGGTGGAAGTGGATGTGGAGGAGTGACCAGACCAGAC
CAGACCAGACCAGAGGGATCGGAGGCTCAGGCCCCCTGAGCTGGGCCTCTAAGAACCACAGCCACAGAGT
CAGGCTCTGCAGACCCAGAGGTAAGGCTGCCTGGCTGCCCCAAACCCCAGACACTCCTCTCCTTGCCTGC
AGGCTGCCCTCTCCCATGGCCACCCTAGACAGAGACCCACCCGTGATACTCTGAGGGAGCCAGACTTTCA
CATGCAACGGGGCATTTGGGGCTGGTTCGGGTCAGTGTCTACGGGTGGTGGATTTAGTGACCACCCTCCT
CCCACTTCTTTCTCTGCACGAGGAGTTGGGAGCCTGCCTGGTGGAGTTGAGTGATGCCCGTCATGTGCAC
TTGGGTCTACCAATGTGCTTAAGGCCAGATGGGCTTCCTAAGAGACAAGGGTGGGTGGACCTAACCAACT
ATCATCCCCAGCGATGTTCAAACATAAAATCTTATCTATGTGCAGCATGACTCTCTCCAGGTGACAGAAA
GGGCTCTAGACAGCTGAGAGGACCTGATCATGTAGGGAGGGACGGGGAGGGGAGCCAGGACCCAGGAGCT
GCATGGCTGTAAGAGGAAGGTCCTTGGAGGGTATCAGCAGTCTCAGTGTGATGTGACAACTATGGACCTG
TGGGTGTGCCCTGGGGACCCCTGACCCATCCCAAAACACTGTGGAAAGAAGGGCCTCTTCTCCGTGGGGA
CCCGTGTCTGTGGGAGCGGGCACAGGTCCATGCTGCAGGCCACTACGGCTGCTCGGCAGGAGGGCCGAGA
GTTTGGACCCACATAGCTGCAACCCAAGCTGGCCCATAATCAGCAGTGGGGCCCAGCAGCACAGGAGGGG
CGGACGGTTAGCTTTGGAAAAAATGACTTGATTAATCTGATTCGCCAAATAAATAGATTCATGTGA

Spleivariante 4: XM_011512176.3

>XM 011512176.3 PREDICTED: Homo sapiens G protein-coupled receptor 55
(GPR55), transcript variant X3, mRNA
AGATTCACTTGTTCCTTGCCCTAGAAGAAGCTGGTTCCTGAAGCTCCGAAGCTGCTCCACTGGTGAAGTC
GAAGTTGTGATTCAATGGGCATGAATTGCTGTGTGATGCTGGGGAGGTGTTTGTGATTCTTGACAAAGTC
ATTTGAATCCATCACTTCAAGAGAGTGAAAGGAGCCCCGTCTGATCTGTTGGTGTTGTAGGAAGAAACAT
GAGTCAGCAAAACACCAGTGGGGACTGCCTGTTTGACGGTGTCAACGAGCTGATGAAAACCCTACAGTTT
GCAGTCCACATCCCCACCTTCGTCCTGGGCCTGCTCCTCAACCTGCTGGCCATCCATGGCTTCAGCACCT
TCCTTAAGAACAGGTGGCCCGATTATGCTGCCACCTCCATCTACATGATCAACCTGGCAGTCTTTGACCT
GCTGCTGGTGCTCTCCCTCCCATTCAAGATGGTCCTGTCCCAGGTACAGTCCCCCTTCCCGTCCCTGTGC
ACCCTGGTGGAGTGCCTTTACTTCGTCAGCATGTACGGAAGCGTCTTCACCATCTGCTTCATCAGCATGG
ACCGGTTCTTGGCCATCCGTTACCCGCTACTGGTGAGCCACCTCCGGTCCCCCAGGAAGATCTTTGGGAT
CTGCTGCACCATCTGGGTCCTGGTGTGGACCGGAAGCATCCCTATCTACAGTTTCCATGGGAAAGTGGAA
AAATACATGTGCTTCCACAACATGTCTGATGATACCTGGAGCGCCAAGGTCTTCTTCCCGCTGGAGGTGT
TTGGCTTCCTCCTTCCCATGGGCATCATGGGCTTCTGCTGCTCCAGGAGCATCCACATCCTGCTGGGCCG
CCGAGACCACACCCAGGACTGGGTGCAGCAGAAAGCCTGCATCTACAGCATCGCAGCCAGCCTGGCTGTC
TTCGTGGTCTCCTTCCTCCCAGTCCACCTGGGGTTCTTCCTGCAGTTCCTGGTGAGAAACAGCTTTATCG
TAGAGTGCAGAGCCAAGCAGAGCATCAGCTTCTTCTTGCAATTGTCCATGTGTTTCTCCAACGTCAACTG
CTGCCTGGATGTTTTCTGCTACTACTTTGTCATCAAAGAATTCCGCATGAACATCAGGGCCCACCGGCCT
TCCAGGGTCCAGCTGGTCCTGCAGGACACCACGATCTCCCGGGGCTAACGGAAGGACATCCTGTTCAGGG
GAAGAAAGCCCTGGCCCTGAATTCTGGTAACGGATATCGCGTTCCAGGGTTTTGATGTGGTGGGATGATC
CGCACCATCTTCACTGATGTGCTTCCCTTTGATGCCCATTGAGTGCCAGCTTTGCTCATTATACCCCAAA
GACCTTTTTTCCACTGCCCAGACAGCTTATACCACCCAGTGTTCAGGGATCTCTGAAGAACCCACAGACC
AGGTGAATTACTGATTTCTAAGTCCAAAAACTATAGAGCAGAAGAATTGAGAAAGAGAATGAGACCATGT
CAACAAGGCTGTTTCCAACTCTCCCCATTTTCCTGTTCGACTGGGAGGTTCTGGAAAGAAAGAGAGAGAG
AGAAAAGAGGTAAAGGAGGGAGCCAAGAGAGTCAGTTATTGGGGAGAGTGTCTTGGGCAGAGGTGGGGTG
GTAGGGATGAGTGAAGTCCCTTTTTAGTTTGGGTGTCCCAGAACAGAGCAGACTTGCATTTTCCAGTCCC
TTCTGGAACTGTGTTGCCAAAAGCCTCACTGAGATGACAGCAAGAAGGGGTGGTGTTGGGGCTGGGCAAG
TAGCATGGATCACCCCAAGTTTCCAGTGAGCCTCAGAAAGGTGAAGGAAGCCAGCCACACCTTTCCGTGC
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CCGTGAGAAGACTGCAAAATGACTGAGTGGGGTGTTGATGACATCCAAGAGCCATGAGGGGGGAGAGGAA
AGGACACTTCTGGGGAAGGAAGAAGACAGGCCCAGGGCTGGAAGCACACAGCCCCTCCCCTATCACCATC
AGGGTGTCCACAGCACGGAGTGTTGGTGCTGGCCCAGGGTGAAGAGAGACAGTGAGAGACGGCCTGGGAG
CGGGGAGACCCCGACCTGCTTTCTATCTTAAACAGACTGGGAAGTTGCTCATTACAGCTAGCTTCCTTGA
AAACAATGGCAAAGAATCAGGCCTGCCTTGGTTCCACCATAGGAGGGTGGAGGAGGTGCTGTCTTACTCA
CCTGCATCCTGGCTGGGCAGCTGGCACCCGTGGCACTGCCCATGGAGCCGTCCCTCCCTGGCAGCTGGGA
GGGAGATGAGGCAGCTAGGCACAAGGGTGTGGCCTTGAGAAAGAAGGCAAGGGGGGGTCCCTGCTGGTCC
CAGGAAACTGTAAACAATTGAGTCACGCCTGGATGGCTTCTCAACGGATCTGGAGGAGGAGTGCAAGTGA
CAGCGGAAGCCTCCCAATGACTCAGCTGCTCCGGAGAGTGAAATGATGAGAAGGATCCATTGTGGGGTGG
TTTTGCATGACAGAGCGAGTGGGATGAGGAGTAACTGATGAGACTTCATGTGAGCAAGGTCTTCAGGAGG
AAAAGCAACTGAGGTCTACTTGTAGGATCTGGGCTCAGTGGGGGCTGAAGGGCTTGGGAGGGGTGGTGAC
CTGAGGGGAAGAAGAGAAGCATTTGGATAAACCTGGACCTGTGGGGAGGAGGAGGAGGAAGAGGAAGAGG
AAAAGGAGGGGAAGCTGAGCCGTGGCCCTAGGCTTGAAGCCTGCAGGGAGTGCAGGGTGGGTGGGGAACC
TGGCTGAGCTGCTTCCTGCCTGAGAGCTTTCCCAGCTGGCCTAAGAGCCATGGACGGACAGGAGTCGCCT
TCTCAGGAGCAGCTCCCGCTGTTGCTGTGTTCAAGTGGCACCCTGTACACCTCCTCCTAGGTGGATGGAG
GGAAGGGTGAGGAAGAGAGCGTCAATGAAGGGGTGGAAGTGGATGTGGAGGAGTGACCAGACCAGACCAG
ACCAGACCAGAGGGATCGGAGGCTCAGGCCCCCTGAGCTGGGCCTCTAAGAACCACAGCCACAGAGTCAG
GCTCTGCAGACCCAGAGGTAAGGCTGCCTGGCTGCCCCAAACCCCAGACACTCCTCTCCTTGCCTGCAGG
CTGCCCTCTCCCATGGCCACCCTAGACAGAGACCCACCCGTGATACTCTGAGGGAGCCAGACTTTCACAT
GCAACGGGGCATTTGGGGCTGGTTCGGGTCAGTGTCTACGGGTGGTGGATTTAGTGACCACCCTCCTCCC
ACTTCTTTCTCTGCACGAGGAGTTGGGAGCCTGCCTGGTGGAGTTGAGTGATGCCCGTCATGTGCACTTG
GGTCTACCAATGTGCTTAAGGCCAGATGGGCTTCCTAAGAGACAAGGGTGGGTGGACCTAACCAACTATC
ATCCCCAGCGATGTTCAAACATAAAATCTTATCTATGTGCAGCATGACTCTCTCCAGGTGACAGAAAGGG
CTCTAGACAGCTGAGAGGACCTGATCATGTAGGGAGGGACGGGGAGGGGAGCCAGGACCCAGGAGCTGCA
TGGCTGTAAGAGGAAGGTCCTTGGAGGGTATCAGCAGTCTCAGTGTGATGTGACAACTATGGACCTGTGG
GTGTGCCCTGGGGACCCCTGACCCATCCCAAAACACTGTGGAAAGAAGGGCCTCTTCTCCGTGGGGACCC
GTGTCTGTGGGAGCGGGCACAGGTCCATGCTGCAGGCCACTACGGCTGCTCGGCAGGAGGGCCGAGAGTT
TGGACCCACATAGCTGCAACCCAAGCTGGCCCATAATCAGCAGTGGGGCCCAGCAGCACAGGAGGGGCGG
ACGGTTAGCTTTGGAAAAAATGACTTGATTAATCTGATTCGCCAAATAAATAGATTCATGTGA

SpleiBvariante 5: ENST00000392039.2

>ENST00000392039.2 GPR55-201 cdna: protein coding

AGAATGCTCTGGGCTTTCAAAATGGTTACTTTTCGGCTGGGCATGGTTTTAAATGGTTACTTTTCCTCTC
CTGTTGCCTGAAGCCTGGGGATTTTTCTCCTGTCTTCACAGTGAGAAACTGGTGACCTTCCTGGAGGTAA
CCCCAGGAAAATGTGGGGCTTCCCTACTACAGGGACCCCAGGACTTTATGACACTTAAGCTAGCCCAAAC
ACTCAGCCTCCAGCAATTCGTCAGGTACCATGTAAGTGCTCCTACAAGTTGCCGGCTCCTGGGTGGCTTC
TGCTTCTGGAAGTTGTGATTCAATGGGCATGAATTGCTGTGTGATGCTGGGGAGGTGTTTGTGATTCTTG
ACAAAGTCATTTGAATCCATCACTTCAAGAGAGTGAAAGGAGCCCCGTCTGATCTGTTGGTGTTGTAGGA
AGAAACATGAGTCAGCAAAACACCAGTGGGGACTGCCTGTTTGACGGTGTCAACGAGCTGATGAAAACCC
TACAGTTTGCAGTCCACATCCCCACCTTCGTCCTGGGCCTGCTCCTCAACCTGCTGGCCATCCATGGCTT
CAGCACCTTCCTTAAGAACAGGTGGCCCGATTATGCTGCCACCTCCATCTACATGATCAACCTGGCAGTC
TTTGACCTGCTGCTGGTGCTCTCCCTCCCATTCAAGATGGTCCTGTCCCAGGTACAGTCCCCCTTCCCGT
CCCTGTGCACCCTGGTGGAGTGCCTTTACTTCGTCAGCATGTACGGAAGCGTCTTCACCATCTGCTTCAT
CAGCATGGACCGGTTCTTGGCCATCCGTTACCCGCTACTGGTGAGCCACCTCCGGTCCCCCAGGAAGATC
TTTGGGATCTGCTGCACCATCTGGGTCCTGGTGTGGACCGGAAGCATCCCTATCTACAGTTTCCATGGGA
AAGTGGAAAAATACATGTGCTTCCACAACATGTCTGATGATACCTGGAGCGCCAAGGTCTTCTTCCCGCT
GGAGGTGTTTGGCTTCCTCCTTCCCATGGGCATCATGGGCTTCTGCTGCTCCAGGAGCATCCACATCCTG
CTGGGCCGCCGAGACCACACCCAGGACTGGGTGCAGCAGAAAGCCTGCATCTACAGCATCGCAGCCAGCC
TGGCTGTCTTCGTGGTCTCCTTCCTCCCAGTCCACCTGGGGTTCTTCCTGCAGTTCCTGGTGAGAAACAG
CTTTATCGTAGAGTGCAGAGCCAAGCAGAGCATCAGCTTCTTCTTGCAATTGTCCATGTGTTTCTCCAAC
GTCAACTGCTGCCTGGATGTTTTCTGCTACTACTTTGTCATCAAAGAATTCCGCATGAACATCAGGGCCC

172



Anhang

ACCGGCCTTCCAGGGTCCAGCTGGTCCTGCAGGACACCACGATCTCCCGGGGCTAACGGAAGGACATCCT
GTTCAGGGGAAGAAAGCCCTGGCCCTGAATTCTGGTAACGGATATCGCGTTCCAGGGTTTTGATGTGGTG
GGATGATCCGCACCATCTTCACTGATGTGCTTCCCTTTGATGCCCATTGAGTG

SpleiBvariante 6: ENST00000392040.5

>ENST00000392040.5 GPR55-202 cdna:protein coding

CAGGCCTGGAGGAGAAATGACATCTCTCAGCCCTCTCAGCTGCACCGGACCACCAACAGTTGTGATTCAA
TGGGCATGAATTGCTGTGTGATGCTGGGGAGGTGTTTGTGATTCTTGACAAAGTCATTTGAATCCATCAC
TTCAAGAGAGTGAAAGGAGCCCCGTCTGATCTGTTGGTGTTGTAGGAAGAAACATGAGTCAGCAAAACAC
CAGTGGGGACTGCCTGTTTGACGGTGTCAACGAGCTGATGAAAACCCTACAGTTTGCAGTCCACATCCCC
ACCTTCGTCCTGGGCCTGCTCCTCAACCTGCTGGCCATCCATGGCTTCAGCACCTTCCTTAAGAACAGGT
GGCCCGATTATGCTGCCACCTCCATCTACATGATCAACCTGGCAGTCTTTGACCTGCTGCTGGTGCTCTC
CCTCCCATTCAAGATGGTCCTGTCCCAGGTACAGTCCCCCTTCCCGTCCCTGTGCACCCTGGTGGAGTGC
CTTTACTTCGTCAGCATGTACGGAAGCGTCTTCACCATCTGCTTCATCAGCATGGACCGGTTCTTGGCCA
TCCGTTACCCGCTACTGGTGAGCCACCTCCGGTCCCCCAGGAAGATCTTTGGGATCTGCTGCACCATCTG
GGTCCTGGTGTGGACCGGAAGCATCCCTATCTACAGTTTCCATGGGAAAGTGGAAAAATACATGTGCTTC
CACAACATGTCTGATGATACCTGGAGCGCCAAGGTCTTCTTCCCGCTGGAGGTGTTTGGCTTCCTCCTTC
CCATGGGCATCATGGGCTTCTGCTGCTCCAGGAGCATCCACATCCTGCTGGGCCGCCGAGACCACACCCA
GGACTGGGTGCAGCAGAAAGCCTGCATCTACAGCATCGCAGCCAGCCTGGCTGTCTTCGTGGTCTCCTTC
CTCCCAGTCCACCTGGGGTTCTTCCTGCAGTTCCTGGTGAGAAACAGCTTTATCGTAGAGTGCAGAGCCA
AGCAGAGCATCAGCTTCTTCTTGCAATTGTCCATGTGTTTCTCCAACGTCAACTGCTGCCTGGATGTTTT
CTGCTACTACTTTGTCATCAAAGAATTCCGCATGAACATCAGGGCCCACCGGCCTTCCAGGGTCCAGCTG
GTCCTGCAGGACACCACGATCTCCCGGGGCTAACGGAAGGACATCCTGTTCAGGGGAAGAAAGCCCTGGC
CCTGAATTCTGGTAACGGATATCGCGTTCCAGGGTTTTGATGTGGTGGGATGATCCGCACCATCTTCACT
GATGTGCTTCCCTTTGATGCCCATTGAGTGCCAGCTTTGCTCATTATACCCCAAAGACCTTTTTTCCACT
GCCCAGACAGCTTATACCACCCAGTGTTCAGGGATCTCTGAAGAACCCACAGACCAGGTGAATTACTGAT
TTCTAAGTCCAAAAACTATAGAGCAGAAGAATTGAGAAAGAGAATGAGACCATGTCAACAAGGCTGTTTC
CAACTCTCCCCATTTTCCTGTTCGACTGGGAGGTTCTGGAAAGAAAGAGAGAGAGAGAAAAGAGGTAAAG
GAGGGAGCCAAGAGAGTCAGTTATTGGGGAGAGTGTCTTGGGCAGAGGTGGGGTGGTAGGGATGAGTGAA
GTCCCTTTTTAGTTTGGGTGTCCCAGAACAGAGCAGACTTGCATTTTCCAGTCCCTTCTGGAACTGTGTT
GCCAAAAGCCTCACTGAGATGACAGCAAGAAGGGGTGGTGTTGGGGCTGGGCAAGTAGCATGGATCACCC
CAAGTTTCCAGTGAGCCTCAGAAAGGTGAAGGAAGCCAGCCACACCTTTCCGTGCCCGTGAGAAGACTGC
AAAATGACTGAGTGGGGTGTTGATGACATCCAAGAGCCATGAGGGGGGAGAGGAAAGGACACTTCTGGGG
AAGGAAGAAGACAGGCCCAGGGCTGGAAGCACACAGCCCCTCCCCTATCACCATCAGGGTGTCCACAGCA
CGGAGTGTTGGTGCTGGCCCAGGGTGAAGAGAGACAGTGAGAGACGGCCTGGGAGCGGGGAGACCCCGALC
CTGCTTTCTATCTTAAACAGACTGGGAAGTTGCTCATTACAGCTAGCTTCCTTGAAAACAATGGCAAAGA
ATCAGGCCTGCCTTGGTTCCACCATAGGAGGGTGGAGGAGGTGCTGTCTTACTCACCTGCATCCTGGCTG
GGCAGCTGGCACCCGTGGCACTGCCCATGGAGCCGTCCCTCCCTGGCAGCTGGGAGGGAGATGAGGCAGC
TAGGCACAAGGGTGTGGCCTTGAGAAAGAAGGCAAGGGGGGGTCCCTGCTGGTCCCAGGAAACTGTAAAC
AATTGAGTCACGCCTGGATGGCTTCTCAACGGATCTGGAGGAGGAGTGCAAGTGACAGCGGAAGCCTCCC
AATGACTCAGCTGCTCCGGAGAGTGAAATGATGAGAAGGATCCATTGTGGGGTGGTTTTGCATGACAGAG
CGAGTGGGATGAGGAGTAACTGATGAGACTTCATGTGAGCAAGGTCTTCAGGAGGAAAAGCAACTGAGGT
CTACTTGTAGGATCTGGGCTCAGTGGGGGCTGAAGGGCTTGGGAGGGGTGGTGACCTGAGGGGAAGAAGA
GAAGCATTTGGATAAACCTGGACCTGTGGGGAGGAGGAGGAGGAAGAGGAAGAGGAAAAGGAGGGGAAGC
TGAGCCGTGGCCCTAGGCTTGAAGCCTGCAGGGAGTGCAGGGTGGGTGGGGAACCTGGCTGAGCTGCTTC
CTGCCTGAGAGCTTTCCCAGCTGGCCTAAGAGCCATGGACGGACAGGAGTCGCCTTCTCAGGAGCAGCTC
CCGCTGTTGCTGTGTTCAAGTGGCACCCTGTACACCTCCTCCTAGGTGGATGGAGGGAAGGGTGAGGAAG
AGAGCGTCAATGAAGGGGTGGAAGTGGATGTGGAGGAGTGACCAGACCAGACCAGACCAGACCAGAGGGA
TCGGAGGCTCAGGCCCCCTGAGCTGGGCCTCTAAGAACCACAGCCACAGAGTCAGGCTCTGCAGACCCAG
AGGTAAGGCTGCCTGGCTGCCCCAAACCCCAGACACTCCTCTCCTTGCCTGCAGGCTGCCCTCTCCCATG
GCCACCCTAGACAGAGACCCACCCGTGATACTCTGAGGGAGCCAGACTTTCACATGCAACGGGGCATTTG
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GGGCTGGTTCGGGTCAGTGTCTACGGGTGGTGGATTTAGTGACCACCCTCCTCCCACTTCTTTCTCTGCA
CGAGGAGTTGGGAGCCTGCCTGGTGGAGTTGAGTGATGCCCGTCATGTGCACTTGGGTCTACCAATGTGC
TTAAGGCCAGATGGGCTTCCTAAGAGACAAGGGTGGGTGGACCTAACCAACTATCATCCCCAGCGATGTT
CAAACATAAAATCTTATCTATGTGCAGCATGACTCTCTCCAGGTGACAGAAAGGGCTCTAGACAGCTGAG
AGGACCTGATCATGTAGGGAGGGACGGGGAGGGGAGCCAGGACCCAGGAGCTGCATGGCTGTAAGAGGAA
GGTCCTTGGAGGGTATCAGCAGTCTCAGTGTGATGTGACAACTATGGACCTGTGGGTGTGCCCTGGGGAC
CCCTGACCCATCCCAAAACACTGTGGAAAGAAGGGCCTCTTCTCCGTGGGGACCCGTGTCTGTGGGAGCG
GGCACAGGTCCATGCTGCAGGCCACTACGGCTGCTCGGCAGGAGGGCCGAGAGTTTGGACCCACATAGCT
GCAACCCAAGCTGGCCCATAATCAGCAGTGGGGCCCAGCAGCACAGGAGGGGCGGACGGTTAGCTTTGGA
AAAAATGACTTGATTAATCTGATTCGCCAAATAAATAGATTCATGTGA

SpleiBvariante 7: ENST00000438398.1

>ENST00000438398.1 GPR55-203 cdna:protein coding
CAGGCCTGGAGGAGAAATGACATCTCTCAGCCCTCTCAGCTGCACCGGACCACCAACAGTTGTGATTCAA
TGGGCATGAATTGCTGTGTGATGCTGGGGAGGTGTTTGTGATTCTTGACAAAGTCATTTGAATCCATCAC
TTCAAGAGAGTGAAAGGAGCCCCGTCTGATCTGTTGGTGTTGTAGGAAGAAACATGAGTCAGCAAAACAC
CAGTGGGGACTGCCTGTTTGACGGTGTCAACGAGCTGATGAAAACCCTACAGTTTGCAGTCCACATCCCC
ACCTTCGTCCTGGGCCTGCTCCTCAACCTGCTGGCCATCCATGGCTTCAGCACCTTCCTTAAGAACAGGT
GGCCCGATTATGCTGCCACCTCCATCTACATGATCAACCTGGCAGTCTTTGACCTGCTGCTGGTGCTCTC
CCTCCCATTCAAGATGGTCCTGTCCCAGGTACAGTCCCCCTTCCCGTCCCTGTGCACCCTGGTGGAGTGC
CTTTACTTCGTCAGCATGTACGGAAGCGTCTTCACCATCTGCTTCATCAGCATGGACCGGTTCTTGGCCA
TCCGTTACCCGCTACTGGTGAGCCACCTCCGGTCCCCCAGGAAGATCTTTGGGATCTGCTGCACCATCTG
GGTCCTGGTGTGGACCGGAAGCATCCCTATCTACAGTTTCCATGGGAAAGTGGAAAAATACATGTGCTTC
CACAACATGTCTGATGATACCTGGAGCGCCAAGGTCTTCTTCCCGCTGGAGGTGTTTGGCTTCCTCCTTC
CCATGGGCATCATGGGCTTCTGCTGCTCCAGGAGCATCCACATCCTGCTGGGCCGCCGAGACCACACCCA
GGACTGGGTGCAGCAGAAAGCCTGCATCTACAGCATCGCAGCCAGCCTGGCTGTCTTCGTGGTCTCCTTC
CTCCCAGTC

Spleivariante 8: ENST00000444078.5

>ENST00000444078.5 GPR55-204 cdna:nonsense mediated decay

CAGGCCTGGAGGAGAAATGACATCTCTCAGCCCTCTCAGCTGCACCGGACCACCAACAGTTGTGATTCAA
TGGGCATGAATTGCTGTGTGATGCTGGGGAGGTGTTTGTGATTCTTGACAAAGTCATTTGAATCCATCAC
TTCAAGAGAGTGAAAGGAGCCCCGTCTGATCTGTTGGTGTTGTAGGAAGAAACATGAGTCAGCAAAACAC
CAGTGGGGACTGCCTGTTTGACGGTGTCAACGAGCTGATGAAAACCCTACAGTTTGCAGTCCACATCCCC
ACCTTCGTCCTGGGCCTGCTCCTCAACCTGCTGGCCATCCATGGCTTCAGCACCTTCCTTAAGAACAGGT
GGCCCGATTATGCTGCCACCTCCATCTACATGATCAACCTGGCAGTCTTTGACCTGCTGCTGGTGCTCTC
CCTCCCATTCAAGATGGTCCTGTCCCAGGTACAGTCCCCCTTCCCGTCCCTGTGCACCCTGGTGGAGTGC
CTTTACTTCGTCAGCATGTACGGAAGCGTCTTCACCATCTGCTTCATCAGCATGGACCGGTTCTTGGCCA
TCCGTTACCCGCTACTGGTGAGCCACCTCCGGTCCCCCAGGAAGATCTTTGGGATCTGCTGCACCATCTG
GGTCCTGGTGTGGACCGGAAGCATCCCTATCTACAGTTTCCATGGGAAAGTGGAAAAATACATGTGCTTC
CACAACATGTCTGATGATACCTGGAGCGCCAAGGTCTTCTTCCCGCTGGAGGTGTTTGGCTTCCTCCTTC
CCATGGGCATCATGGGCTTCTGCTGCTCCAGGAGCATCCACATCCTGCTGGGCCGCCGAGACCACACCCA
GGACTGGGTGCAGCAGAAAGCCTGCATCTACAGCATCGCAGCCAGCCTGGCTGTCTTCGTGGTCTCCTTC
CTCCCAGTCCACCTGGGGTTCTTCCTGCAGTTCCTGGTGAGAAACAGCTTTATCGTAGAGTGCAGAGCCA
AGCAGAGCATCAGCTTCTTCTTGCAATTGTCCATGTGTTTCTCCAACGTCAACTGCTGCCTGGATGTTTT
CTGCTACTACTTTGTCATCAAAGAATTCCGCATGAACATCAGGGCCCACCGGCCTTCCAGGGTCCAGCTG
GTCCTGCAGGACACCACGATCTCCCGGGGCTAACGGAAGGACATCCTGTTCAGGGGAAGAAAGCCCTGGC
CCTGAATTCTGGTAACGGATATCGCGTTCCAGGGTTTTGATGTGGTGGGATGATCCGCACCATCTTCACT
GATGTGCTTCCCTITTGATGCCCATTGAGTGCCAGCTTTGCTCATTATACCCCAAAGACCTTTTTTCCACT
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GCCCAGACAGCTTATACCACCCAGTGTTCAGGGATCTCTGAAGAACCCACAGACCAGGTGAATTACTGAT
TTCTAAGTCCAAAAACTATAGAGCAGAAGAATTGAGAAAGAGAATGAGACCATGTCAACAAGGCTGTTTC
CAACTCTCCCCATTTTCCTGTTCGACTGGGAGGTTCTGGAAAGAAAGAGAGAGAGAGAAAAGAGGTGGAT
GGAGGGAAGGGTGAGGAAGAGAGCGTCAATGAAGGGGTGGAAGTGGATGTGGAGGAGTGACCAGACCAGA
CCAGACCAGACCAGAGGGATCGGAGGCTCAGGCCCCCTGAGCTGGGCCTCTAAGAACCACAGCCACAGAG
TCAGGCTCTGCAGACCCAGAGGTAAGGCTGCCTGGCTGCCCCAAACCCCAGACACTCCTCTCCTTGCCTG
CAGGCTGCCCTCTCCCATGGCCACCCTAGACAGAGACCCACCCGTGATACTCTGAGGGAGCCAGACTTTC
ACATGCAACGGGGCATTTGGGGCTGGTTCGGGTCAGTGTCTACGGGTGGTGGATTTAGTGACCACCCTCC
TCCCACTTCTTTCTCTGCACGAGGAGTTGGGAGCCTGCCTGGTGGAGTTGAGTGATGCCCGTCATGTGCA
CTTGGGTCTACCAATGTGCTTAAGGCCAGATGGGCTTCCTAAGAGACAAGGGTGGGTGGACCTAACCAAC
TATCATCCCCAGCGATGTTCAAACATAAAATCTTATCTATGTGCAGCATGACTCTCTCCAGGTGACAGAA
AGGGCTCTAGACAGCTGAGAGGACCTGATCATGTAGGGAGGGACGGGGAGGGGAGCCAGGACCCAGGAGC
TGCATGGCTGTAAGAGGAAGGTCCTTGGAGGGTATCAGCAGTCTCAGTGTGATGTGACAACTATGGACCT
GTGGGTGTGCCCTGGGGACCCCTGACCCATCCCAAAACACTGTGGAAAGAAGGGCCTCTTCTCCGTGGGG
ACCCGTGTCTGTGGGAGCGGGCACAGGTCCATGCTGCAGGCCACTACGGCTGCTCGGCAGGAGGGCCGAG
AGTTTGGACCCACATAGCTGCAACCCAAGCTGGCCCATAATCAGCAGTGGGGCCCAGCAGCACAGGAGGG
GCGGACGGTTAGCTTTGGAAAAAATGACTTGATTAATCTGATTCGCCAAATAAATAGATTCATGTGATGC
CTTGTGA

Spleivariante 9: ENST00000622008.4

>ENST00000622008.4 GPR55-205 cdna:protein coding

CAGGCCTGGAGGAGAAATGACATCTCTCAGCCCTCTCAGCTGCACCGGACCACCAACAGTTGTGATTCAA
TGGGCATGAATTGCTGTGTGATGCTGGGGAGGTGTTTGTGATTCTTGACAAAGTCATTTGAATCCATCAC
TTCAAGAGAGTGAAAGGAGCCCCGTCTGATCTGTTGGTGTTGTAGGAAGAAACATGAGTCAGCAAAACAC
CAGTGGGGACTGCCTGTTTGACGGTGTCAACGAGCTGATGAAAACCCTACAGTTTGCAGTCCACATCCCC
ACCTTCGTCCTGGGCCTGCTCCTCAACCTGCTGGCCATCCATGGCTTCAGCACCTTCCTTAAGAACAGGT
GGCCCGATTATGCTGCCACCTCCATCTACATGATCAACCTGGCAGTCTTTGACCTGCTGCTGGTGCTCTC
CCTCCCATTCAAGATGGTCCTGTCCCAGGTACAGTCCCCCTTCCCGTCCCTGTGCACCCTGGTGGAGTGC
CTTTACTTCGTCAGCATGTACGGAAGCGTCTTCACCATCTGCTTCATCAGCATGGACCGGTTCTTGGCCA
TCCGTTACCCGCTACTGGTGAGCCACCTCCGGTCCCCCAGGAAGATCTTTGGGATCTGCTGCACCATCTG
GGTCCTGGTGTGGACCGGAAGCATCCCTATCTACAGTTTCCATGGGAAAGTGGAAAAATACATGTGCTTC
CACAACATGTCTGATGATACCTGGAGCGCCAAGGTCTTCTTCCCGCTGGAGGTGTTTGGCTTCCTCCTTC
CCATGGGCATCATGGGCTTCTGCTGCTCCAGGAGCATCCACATCCTGCTGGGCCGCCGAGACCACACCCA
GGACTGGGTGCAGCAGAAAGCCTGCATCTACAGCATCGCAGCCAGCCTGGCTGTCTTCGTGGTCTCCTTC
CTCCCAGTCCACCTGGGGTTCTTCCTGCAGTTCCTGGTGAGAAACAGCTTTATCGTAGAGTGCAGAGCCA
AGCAGAGCATCAGCTTCTTCTTGCAATTGTCCATGTGTTTCTCCAACGTCAACTGCTGCCTGGATGTTTT
CTGCTACTACTTTGTCATCAAAGAATTCCGCATGAACATCAGGGCCCACCGGCCTTCCAGGGTCCAGCTG
GTCCTGCAGGACACCACGATCTCCCGGGGCTAACGGAAGGACATCCTGTTCAGGGGAAGAAAGCCCTGGC
CCTGAATTCTGGTAACGGATATCGCGTTCCAGGGTTTTGATGTGGTGGGATGATCCGCACCATCTTCACT
GATGTGCTTCCCTTTGATGCCCATTGAGTGCCAGCTTTGCTCATTATACCCCAAAGACCTTTTTTCCACT
GCCCAGACAGCTTATACCACCCAGTGTTCAGGGATCTCTGAAGAACCCACAGACCAGGTGAATTACTGAT
TTCTAAGTCCAAAAACTATAGAGCAGAAGAATTGAGAAAGAGAATGAGACCATGTCAACAAGGCTGTTTC
CAACTCTCCCCATTTTCCTGTTCGACTGGGAGGTTCTGGAAAGAAAGAGAGAGAGAGAAAAGAGGTGGAT
GGAGGGAAGGGTGAGGAAGAGAGCGTCAATGAAGGGGTGGAAGTGGATGTGGAGGAGTGACCAGACCAGA
CCAGACCAGACCAGAGGGATCGGAGGCTCAGGCCCCCTGAGCTGGGCCTCTAAGAACCACAGCCACAGAG
TCAGGCTCTGCAGACCCAGAGGTAAGGCTGCCTGGCTGCCCCAAACCCCAGACACTCCTCTCCTTGCCTG
CAGGCTGCCCTCTCCCATGGCCACCCTAGACAGAGACCCACCCGTGATACTCTGAGGGAGCCAGACTTTC
ACATGCAACGGGGCATTTGGGGCTGGTTCGGGTCAGTGTCTACGGGTGGTGGATTTAGTGACCACCCTCC
TCCCACTTCTTTCTCTGCACGAGGAGTTGGGAGCCTGCCTGGTGGAGTTGAGTGATGCCCGTCATGTGCA
CTTGGGTCTACCAATGTGCTTAAGGCCAGATGGGCTTCCTAAGAGACAAGGGTGGGTGGACCTAACCAAC
TATCATCCCCAGCGATGTTCAAACATAAAATCTTATCTATGTGCAGCATGACTCTCTCCAGGTGACAGAA
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AGGGCTCTAGACAGCTGAGAGGACCTGATCATGTAGGGAGGGACGGGGAGGGGAGCCAGGACCCAGGAGC
TGCATGGCTGTAAGAGGAAGGTCCTTGGAGGGTATCAGCAGTCTCAGTGTGATGTGACAACTATGGACCT
GTGGGTGTGCCCTGGGGACCCCTGACCCATCCCAAAACACTGTGGAAAGAAGGGCCTCTTCTCCGTGGGG
ACCCGTGTCTGTGGGAGCGGGCACAGGTCCATGCTGCAGGCCACTACGGCTGCTCGGCAGGAGGGCCGAG
AGTTTGGACCCACATAGCTGCAACCCAAGCTGGCCCATAATCAGCAGTGGGGCCCAGCAGCACAGGAGGG
GCGGACGGTTAGCTTTGGAAAAAATGACTTGATTAATCTGATTCGCCAAATAAATAGATTCATGTGATGC
CTTGTG

SpleiBvariante X1: XM_054344567 .1

>XM 054344567.1 PREDICTED: Homo sapiens G protein-coupled receptor 55
(GPR55), transcript variant X4, mRNA
AAGAGGGCGGGAGAGTGTAGACCCTCCTCCTGGARAACTGCTCCCCATGTCCACACTCTAGTTCCACGCAG
CCTCTCTGTAGACCCCAGAGCAAGAGCCCCTAAGCCAGACAGGGTGACACTGGAGCGGCTCAAAGAGCAT
CTGGTCCCACCCCTTTATTTCACTCACAAGGAAGTCGAGACCCAGAGAGGGGAAGTGACTCTCCCCAGAA
CAGGCTGACAGCCAGGCCTGGAGGAGAAATGACATCTCTCAGCCCTCTCAGCTGCACCGGACCACCAACA
GGTAACAGCCTCTGGGCCATTTAGAGAAACTAAGGCACGGAGCCTCCAACCTGACCTTGCTCTTGTGGAC
TGCAGTTGTGATTCAATGGGCATGAATTGCTGTGTGATGCTGGGGAGGTGTTTGTGATTCTTGACAAAGT
CATTTGAATCCATCACTTCAAGAGAGTGAAAGGAGCCCCGTCTGATCTGTTGGTGTTGTAGGAAGAAACA
TGAGTCAGCAAAACACCAGTGGGGACTGCCTGTTTGACGGTGTCAACGAGCTGATGAAAACCCTACAGTT
TGCAGTCCACATCCCCACCTTCGTCCTGGGCCTGCTCCTCAACCTGCTGGCCATCCATGGCTTCAGCACC
TTCCTTAAGAACAGGTGGCCCGATTATGCTGCCACCTCCATCTACATGATCAACCTGGCAGTCTTTGACC
TGCTGCTGGTGCTCTCCCTCCCATTCAAGATGGTCCTGTCCCAGGTACAGTCCCCCTTCCCGTCCCTGTG
CACCCTGGTGGAGTGCCTTTACTTCGTCAGCATGTACGGAAGCGTCTTCACCATCTGCTTCATCAGCATG
GACCGGTTCTTGGCCATCCGTTACCCGCTCCTGGTGAGCCACCTCCGGTCCCCCAGGAAGATCTTTGGGA
TCTGCTGCACCATCTGGGTCCTGGTGTGGACCGGAAGCATCCCTATCTACAGTTTCCATGGGAAAGTGGA
AAAATACATGTGCTTCCACAACATGTCTGATGATACCTGGAGTGCCAAGGTCTTCTTCCCGCTGGAGGTG
TTTGGCTTCCTCCTTCCCATGGGCATCATGGGCTTCTGCTGCTCCAGGAGCATCCACATCCTGCTGGGCC
GCCGAGACCACACCCAGGACTGGGTGCAGCAGAAAGCCTGCATCTACAGCATCGCAGCCAGCCTGGCTGT
CTTCGTGGTCTCCTTCCTCCCAGTCCACCTGGGGTTCTTCCTGCAGTTCCTGGTGAGAAACAGCTTTATC
GTAGAGTGCAGAGCCAAGCAGAGCATCAGCTTCTTCTTGCAATTGTCCATGTGTTTCTCCAATGTCAACT
GCTGCCTGGATGTTTTCTGCTACTACTTTGTCATCAAAGAATTCCGCATGAACATCAGGGCCCACCGGLCC
TTCCAGGGTCCAGCTGGTCCTGCAGGACACCACGATCTCCCGGGGCTAACGGAAGGACATCCTGTTCAGG
GGAAGAAAGCCCTGGCCCTGAATTCTGGTAACGGATATCGCGTTCCAGGGTTTTGATGTGGTGGGATGAT
CCGCACCATCTTCACTGATGTGCTTCCCTTTGATGCCCATTGAGTGCCAGCTTTGCTCATTATACCCCAA
AGACCTTTTTTCCACTGCCCAGACAGCTTATACCACCCAGTGTTCAGGGATCTCTGAAGAACCCACAGAC
CAGGTGAATTACTGATTTCTAAGTCCAAAAACTATAGAGCAGAAGAATTGAGAAAGAGAATGAGACCATG
TCAACAAGGCTGTTTCCAACTCTCCCCATTTTCCTGTTCGACTGGGAGGTTCTGGAAAGAAAGAGAGAGA
GAGAAAAGAGGTAAAGGAGGGAGCCAAGAGAGTCAGTTATTGGGGAGAGTGTCTTGGGCAGAGGTGGGGT
GGTAGGGATGAGTGAAGTCCCTTTTTAGTTTGGGTGTCCCAGAACAGAGCAGACTTGCATTTTCCAGTCC
CTTCTGGAACTGTGTTGCCAAAAGCCTCACTGAGATGACAGCAAGAAGGGGTGGTGTTGGGGCTGGGCAA
GTAGCATGGATCACCCCAAGTTTCCAGTGAGCCTCAGAAAGGTGAAGGAAGCCAGCCACACCTTTCCGTG
CCCGTGAGAAGACTGCAAAATGACTGAGTGGGGTGTTGATGACATCCAAGAGCCATGAGGGGGGAGAGGA
AAGGACACTTCTGGGGAAGGAAGAAGACAGGCCCAGGGCTGGAAGCACACAGCCCCACCCCTATCACCAT
CAGGGTGTCCACAGCACGGAGTGTTGGTGCTGGCCCAGGGTGAAGAGAGACAGTGAGAGACGGCCTGGGA
GCGGGGAGACCCCGACCTGCTTTCTATCTTAAACAGACTGGGAAGTTGCTCATTACAGCTAGCTTCCTTG
AAAACAATGGCAAAGAATCAGGCCTGCCTTGGTTCCACCATAGGAGGGTGGAGGAGGTGCTGTCTTACTC
ACCTGCATCCTGGCTGGGCAGCTGGCACCCGTGGCACTGCCCATGGAGCCGTCCCTCCCTGGCAGCTGGG
AGGGAGATGAGGCAGCTAGGCACAAGGGTGTGGCCTTGAGAAAGAAGGCAAGGGGGGGTCCCTGCTGGTC
CCAGGAAACTGTAAACAATTGAGTCACGCCTGGATGGCTTCTCAACGGATCTGGAGGAGGAGTGCAAGTG
ACAGCGGAAGCCTCCCAATGACTCAGCTGCTCCGGAGAGTGAAATGATGAGAAGGATCCATTGTGGGGTG
GTTTTGCATGACAGAGCGAGTGGGATGAGGAGTAACTGATGAGACTTCATGTGAGCAAGGTCTTCAGGAG
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GAAAAGCAACTGAGGTCTACTTGTAGGATCTGGGCTCAGTGGGGGCTGAAGGGCTTGGGAGGGGTGGTGA
CCTGAGGGGAAGAAGAGAAGCATTTGGATAAACCTGGACCTGTGGGGAGGAGGAGGAGGAAGAGGAAGAG
GAAAAGGAGGGGAAGCTGAGCAGTGGCCCTAGGCTTGAAGCCTGCAGGGAGTGCAGGGTGGGTGGGGAAC
CTGGCTGAGCTGCTTCCTGCCTGAGAGCTTTCCCAGCTGGCCTAAGAGCCATGGACGGACAGGAGTCGCC
TTCTCAGGAGCAGCTCCCGCTGTTGCTGTGTTCAAGTGGCACCCTGTACACCTCCTCCTAGGTGGATGGA
GGGAAGGGTGAGGAAGAGAGCGTCAATGAAGGGGTGGAAGTGGATGTGGAGGAGTGACCAGACCAGACCA
GACCAGACCAGAGGGATCGGAGGCTCAGGCCCCCTGAGCTGGGCCTCTAAGAACCACAGCCACAGAGTCA
GGCTCTGCAGACCCAGAGGTAAGGCTGCCTGGCTGCCCCAAACCCCAGACACTCCTCTCCTTGCCTGCAG
GCTGCCCTCTCCCATGGCCACCCTAGACAGAGACACCACCCGTGATACTCTGAGGGAGCCAGACTTTCAC
ATGCAACGGGGCATTTGGGGCTGGTTCGGGTCAGTGTCTACGGGTGGTGGATTTAGTGACCACCCTCCTC
CCACTTCTTTCTCTGCACGAGGAGTTGGGAGCCTGCCTGGTGGAGTTGAGTGATGCCCGTCATGTGCACT
TGGGTCTACCAATGTGCTTAAGGCCAGATGGGCTTCCTAAGAGACAAGGGTGGGTGGACCTAACCAACTA
TCATCCCCAGCGATGTTCAAACATAAAATCTTATCTATGTGCAGCATGACTCTCTCCAGGTGACAGAAAG
GGCTCTAGACAGCTGAGAGGAACTGATCATGTAGGGAGGGACGGGGAGGGGAGCCAGGACCCAGGAGCTG
CATGGCTGTAAGAGGAAGGTCCTTGGAGGGTATCAGCAGTCTCAGTGTGATGTGACAACTATGGACCTGT
GGGTGTGCCCTGGGGACCCCTGACCCATCCCAAAACACTGTGGAAAGAAGGGCCTCTTCTCCGTGGGGAC
CCGTGTCTGTGGGAGCGGGCACAGGTCCATGCTGCAGGCCACTACGGCTGCTCGGCAGGAGGGCCGAGAG
TTTGGACCCACATAGCTGCAACCCAAGCTGGCCCATAATCAGCAGTGGGGCCCAGCAGCACAGGAGGGGC
GGACGGTTAGCTTTGGAAAAAATGACTTGATTAATCTGATTCGCCAAATAAATAGATTCATGTGA

SpleiBvariante X2: XM_054344568.1

>XM 054344568.1 PREDICTED: Homo sapiens G protein-coupled receptor 55
(GPR55), transcript variant X5, mRNA
AGAGGGGACATAGCCCTGACAACTTCCGGGCTGCAGAACTGTGAGACAATACATCTTTGTTGGTTCAGCC
ACCCAGTGTGTGGTATTTTATGGCAGCCCTAGCAAACTAATACCATAAGGTACTGGGGAGGGGAGGCATT
GTGTAATCTTACAATTAAATCTCAGTGGGCCAAGTCCCTGCTGTGGCCTTTCTCTTTTTCTCCCCCGATG
GAGACTGGAAGGCTAGAGGGGGCCTGAAGTTATCTCATTGCCCTTCCCCTAGGGCAGATAAGGCCCTGGT
AAGGCAGTGTCCTTTGATGAGAACACTTAAGGAGAACAGAATGCTCTGGGCTTTCAAAATGGTTACTTTT
CGGCTGGGCATGGTTTTAAATGGTTACTTTTCCTCTCCTGTTGCCTGAAGCCTGGGGATTTTTCTCCTGT
CTTCACAGTGAGAAACTGGTGACCTTCCTGGAGGTAACCCCAGGAAAATGTGGGGCTTCCCTACTACAGG
GACCCCAGGACTTTATGACACTTAAGCTAGCCCAAACACTCAGCCTCCAGCAATTCGTCAGGTACCATGT
AAGTGCTCCTACAAGTTGCCGGCTCCTGGGTGGCTTCTGCTTCTGGAAGTTGTGATTCAATGGGCATGAA
TTGCTGTGTGATGCTGGGGAGGTGTTTGTGATTCTTGACAAAGTCATTTGAATCCATCACTTCAAGAGAG
TGAAAGGAGCCCCGTCTGATCTGTTGGTGTTGTAGGAAGAAACATGAGTCAGCAAAACACCAGTGGGGAC
TGCCTGTTTGACGGTGTCAACGAGCTGATGAAAACCCTACAGTTTGCAGTCCACATCCCCACCTTCGTCC
TGGGCCTGCTCCTCAACCTGCTGGCCATCCATGGCTTCAGCACCTTCCTTAAGAACAGGTGGCCCGATTA
TGCTGCCACCTCCATCTACATGATCAACCTGGCAGTCTTTGACCTGCTGCTGGTGCTCTCCCTCCCATTC
AAGATGGTCCTGTCCCAGGTACAGTCCCCCTTCCCGTCCCTGTGCACCCTGGTGGAGTGCCTTTACTTCG
TCAGCATGTACGGAAGCGTCTTCACCATCTGCTTCATCAGCATGGACCGGTTCTTGGCCATCCGTTACCC
GCTCCTGGTGAGCCACCTCCGGTCCCCCAGGAAGATCTTTGGGATCTGCTGCACCATCTGGGTCCTGGTG
TGGACCGGAAGCATCCCTATCTACAGTTTCCATGGGAAAGTGGAAAAATACATGTGCTTCCACAACATGT
CTGATGATACCTGGAGTGCCAAGGTCTTCTTCCCGCTGGAGGTGTTTGGCTTCCTCCTTCCCATGGGCAT
CATGGGCTTCTGCTGCTCCAGGAGCATCCACATCCTGCTGGGCCGCCGAGACCACACCCAGGACTGGGTG
CAGCAGAAAGCCTGCATCTACAGCATCGCAGCCAGCCTGGCTGTCTTCGTGGTCTCCTTCCTCCCAGTCC
ACCTGGGGTTCTTCCTGCAGTTCCTGGTGAGAAACAGCTTTATCGTAGAGTGCAGAGCCAAGCAGAGCAT
CAGCTTCTTCTTGCAATTGTCCATGTGTTTCTCCAATGTCAACTGCTGCCTGGATGTTTTCTGCTACTAC
TTTGTCATCAAAGAATTCCGCATGAACATCAGGGCCCACCGGCCTTCCAGGGTCCAGCTGGTCCTGCAGG
ACACCACGATCTCCCGGGGCTAACGGAAGGACATCCTGTTCAGGGGAAGARAGCCCTGGCCCTGAATTCT
GGTAACGGATATCGCGTTCCAGGGTTTTGATGTGGTGGGATGATCCGCACCATCTTCACTGATGTGCTTC
CCTTTGATGCCCATTGAGTGCCAGCTTTGCTCATTATACCCCAAAGACCTTTTTTCCACTGCCCAGACAG
CTTATACCACCCAGTGTTCAGGGATCTCTGAAGAACCCACAGACCAGGTGAATTACTGATTTCTAAGTCC
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AAAAACTATAGAGCAGAAGAATTGAGAAAGAGAATGAGACCATGTCAACAAGGCTGTTTCCAACTCTCCC
CATTTTCCTGTTCGACTGGGAGGTTCTGGAAAGAAAGAGAGAGAGAGAAAAGAGGTAAAGGAGGGAGCCA
AGAGAGTCAGTTATTGGGGAGAGTGTCTTGGGCAGAGGTGGGGTGGTAGGGATGAGTGAAGTCCCTTTTT
AGTTTGGGTGTCCCAGAACAGAGCAGACTTGCATTTTCCAGTCCCTTCTGGAACTGTGTTGCCAAAAGCC
TCACTGAGATGACAGCAAGAAGGGGTGGTGTTGGGGCTGGGCAAGTAGCATGGATCACCCCAAGTTTCCA
GTGAGCCTCAGAAAGGTGAAGGAAGCCAGCCACACCTTTCCGTGCCCGTGAGAAGACTGCAAAATGACTG
AGTGGGGTGTTGATGACATCCAAGAGCCATGAGGGGGGAGAGGAAAGGACACTTCTGGGGAAGGAAGAAG
ACAGGCCCAGGGCTGGAAGCACACAGCCCCACCCCTATCACCATCAGGGTGTCCACAGCACGGAGTGTTG
GTGCTGGCCCAGGGTGAAGAGAGACAGTGAGAGACGGCCTGGGAGCGGGGAGACCCCGACCTGCTTTCTA
TCTTAAACAGACTGGGAAGTTGCTCATTACAGCTAGCTTCCTTGAAAACAATGGCAAAGAATCAGGCCTG
CCTTGGTTCCACCATAGGAGGGTGGAGGAGGTGCTGTCTTACTCACCTGCATCCTGGCTGGGCAGCTGGC
ACCCGTGGCACTGCCCATGGAGCCGTCCCTCCCTGGCAGCTGGGAGGGAGATGAGGCAGCTAGGCACAAG
GGTGTGGCCTTGAGAAAGAAGGCAAGGGGGGGTCCCTGCTGGTCCCAGGAAACTGTAAACAATTGAGTCA
CGCCTGGATGGCTTCTCAACGGATCTGGAGGAGGAGTGCAAGTGACAGCGGAAGCCTCCCAATGACTCAG
CTGCTCCGGAGAGTGAAATGATGAGAAGGATCCATTGTGGGGTGGTTTTGCATGACAGAGCGAGTGGGAT
GAGGAGTAACTGATGAGACTTCATGTGAGCAAGGTCTTCAGGAGGAAAAGCAACTGAGGTCTACTTGTAG
GATCTGGGCTCAGTGGGGGCTGAAGGGCTTGGGAGGGGTGGTGACCTGAGGGGAAGAAGAGAAGCATTTG
GATAAACCTGGACCTGTGGGGAGGAGGAGGAGGAAGAGGAAGAGGAAAAGGAGGGGAAGCTGAGCAGTGG
CCCTAGGCTTGAAGCCTGCAGGGAGTGCAGGGTGGGTGGGGAACCTGGCTGAGCTGCTTCCTGCCTGAGA
GCTTTCCCAGCTGGCCTAAGAGCCATGGACGGACAGGAGTCGCCTTCTCAGGAGCAGCTCCCGCTGTTGC
TGTGTTCAAGTGGCACCCTGTACACCTCCTCCTAGGTGGATGGAGGGAAGGGTGAGGAAGAGAGCGTCAA
TGAAGGGGTGGAAGTGGATGTGGAGGAGTGACCAGACCAGACCAGACCAGACCAGAGGGATCGGAGGCTC
AGGCCCCCTGAGCTGGGCCTCTAAGAACCACAGCCACAGAGTCAGGCTCTGCAGACCCAGAGGTAAGGCT
GCCTGGCTGCCCCAAACCCCAGACACTCCTCTCCTTGCCTGCAGGCTGCCCTCTCCCATGGCCACCCTAG
ACAGAGACACCACCCGTGATACTCTGAGGGAGCCAGACTTTCACATGCAACGGGGCATTTGGGGCTGGTT
CGGGTCAGTGTCTACGGGTGGTGGATTTAGTGACCACCCTCCTCCCACTTCTTTCTCTGCACGAGGAGTT
GGGAGCCTGCCTGGTGGAGTTGAGTGATGCCCGTCATGTGCACTTGGGTCTACCAATGTGCTTAAGGCCA
GATGGGCTTCCTAAGAGACAAGGGTGGGTGGACCTAACCAACTATCATCCCCAGCGATGTTCAAACATAA
AATCTTATCTATGTGCAGCATGACTCTCTCCAGGTGACAGAAAGGGCTCTAGACAGCTGAGAGGAACTGA
TCATGTAGGGAGGGACGGGGAGGGGAGCCAGGACCCAGGAGCTGCATGGCTGTAAGAGGAAGGTCCTTGG
AGGGTATCAGCAGTCTCAGTGTGATGTGACAACTATGGACCTGTGGGTGTGCCCTGGGGACCCCTGACCC
ATCCCAAAACACTGTGGAAAGAAGGGCCTCTTCTCCGTGGGGACCCGTGTCTGTGGGAGCGGGCACAGGT
CCATGCTGCAGGCCACTACGGCTGCTCGGCAGGAGGGCCGAGAGTTTGGACCCACATAGCTGCAACCCAA
GCTGGCCCATAATCAGCAGTGGGGCCCAGCAGCACAGGAGGGGCGGACGGTTAGCTTTGGAAAAAATGAC
TTGATTAATCTGATTCGCCAAATAAATAGATTCATGTGA

SpleiBvariante X3: XM_054344569.1

>XM 054344569.1 PREDICTED: Homo sapiens G protein-coupled receptor 55
(GPR55), transcript variant X3, mRNA
TCAGATTCACTTGTTCCTTGCCCTAGAAGAAGCTGGTTCCTGAAGCTCCGAAGCTGCTCCACTGGTGAAG
TCGAAGTTGTGATTCAATGGGCATGAATTGCTGTGTGATGCTGGGGAGGTGTTTGTGATTCTTGACAAAG
TCATTTGAATCCATCACTTCAAGAGAGTGAAAGGAGCCCCGTCTGATCTGTTGGTGTTGTAGGAAGAAAC
ATGAGTCAGCAAAACACCAGTGGGGACTGCCTGTTTGACGGTGTCAACGAGCTGATGAAAACCCTACAGT
TTGCAGTCCACATCCCCACCTTCGTCCTGGGCCTGCTCCTCAACCTGCTGGCCATCCATGGCTTCAGCAC
CTTCCTTAAGAACAGGTGGCCCGATTATGCTGCCACCTCCATCTACATGATCAACCTGGCAGTCTTTGAC
CTGCTGCTGGTGCTCTCCCTCCCATTCAAGATGGTCCTGTCCCAGGTACAGTCCCCCTTCCCGTCCCTGT
GCACCCTGGTGGAGTGCCTTTACTTCGTCAGCATGTACGGAAGCGTCTTCACCATCTGCTTCATCAGCAT
GGACCGGTTCTTGGCCATCCGTTACCCGCTCCTGGTGAGCCACCTCCGGTCCCCCAGGAAGATCTTTGGG
ATCTGCTGCACCATCTGGGTCCTGGTGTGGACCGGAAGCATCCCTATCTACAGTTTCCATGGGAAAGTGG
AAAAATACATGTGCTTCCACAACATGTCTGATGATACCTGGAGTGCCAAGGTCTTCTTCCCGCTGGAGGT
GTTTGGCTTCCTCCTTCCCATGGGCATCATGGGCTTCTGCTGCTCCAGGAGCATCCACATCCTGCTGGGC
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CGCCGAGACCACACCCAGGACTGGGTGCAGCAGAAAGCCTGCATCTACAGCATCGCAGCCAGCCTGGCTG
TCTTCGTGGTCTCCTTCCTCCCAGTCCACCTGGGGTTCTTCCTGCAGTTCCTGGTGAGAAACAGCTTTAT
CGTAGAGTGCAGAGCCAAGCAGAGCATCAGCTTCTTCTTGCAATTGTCCATGTGTTTCTCCAATGTCAAC
TGCTGCCTGGATGTTTTCTGCTACTACTTTGTCATCAAAGAATTCCGCATGAACATCAGGGCCCACCGGC
CTTCCAGGGTCCAGCTGGTCCTGCAGGACACCACGATCTCCCGGGGCTAACGGAAGGACATCCTGTTCAG
GGGAAGAAAGCCCTGGCCCTGAATTCTGGTAACGGATATCGCGTTCCAGGGTTTTGATGTGGTGGGATGA
TCCGCACCATCTTCACTGATGTGCTTCCCTTTGATGCCCATTGAGTGCCAGCTTTGCTCATTATACCCCA
AAGACCTTTTTTCCACTGCCCAGACAGCTTATACCACCCAGTGTTCAGGGATCTCTGAAGAACCCACAGA
CCAGGTGAATTACTGATTTCTAAGTCCAAAAACTATAGAGCAGAAGAATTGAGAAAGAGAATGAGACCAT
GTCAACAAGGCTGTTTCCAACTCTCCCCATTTTCCTGTTCGACTGGGAGGTTCTGGAAAGAAAGAGAGAG
AGAGAAAAGAGGTAAAGGAGGGAGCCAAGAGAGTCAGTTATTGGGGAGAGTGTCTTGGGCAGAGGTGGGG
TGGTAGGGATGAGTGAAGTCCCTTTTTAGTTTGGGTGTCCCAGAACAGAGCAGACTTGCATTTTCCAGTC
CCTTCTGGAACTGTGTTGCCAAAAGCCTCACTGAGATGACAGCAAGAAGGGGTGGTGTTGGGGCTGGGCA
AGTAGCATGGATCACCCCAAGTTTCCAGTGAGCCTCAGAAAGGTGAAGGAAGCCAGCCACACCTTTCCGT
GCCCGTGAGAAGACTGCAAAATGACTGAGTGGGGTGTTGATGACATCCAAGAGCCATGAGGGGGGAGAGG
AAAGGACACTTCTGGGGAAGGAAGAAGACAGGCCCAGGGCTGGAAGCACACAGCCCCACCCCTATCACCA
TCAGGGTGTCCACAGCACGGAGTGTTGGTGCTGGCCCAGGGTGAAGAGAGACAGTGAGAGACGGCCTGGG
AGCGGGGAGACCCCGACCTGCTTTCTATCTTAAACAGACTGGGAAGTTGCTCATTACAGCTAGCTTCCTT
GAAAACAATGGCAAAGAATCAGGCCTGCCTTGGTTCCACCATAGGAGGGTGGAGGAGGTGCTGTCTTACT
CACCTGCATCCTGGCTGGGCAGCTGGCACCCGTGGCACTGCCCATGGAGCCGTCCCTCCCTGGCAGCTGG
GAGGGAGATGAGGCAGCTAGGCACAAGGGTGTGGCCTTGAGAAAGAAGGCAAGGGGGGGTCCCTGCTGGT
CCCAGGAAACTGTAAACAATTGAGTCACGCCTGGATGGCTTCTCAACGGATCTGGAGGAGGAGTGCAAGT
GACAGCGGAAGCCTCCCAATGACTCAGCTGCTCCGGAGAGTGAAATGATGAGAAGGATCCATTGTGGGGT
GGTTTTGCATGACAGAGCGAGTGGGATGAGGAGTAACTGATGAGACTTCATGTGAGCAAGGTCTTCAGGA
GGAAAAGCAACTGAGGTCTACTTGTAGGATCTGGGCTCAGTGGGGGCTGAAGGGCTTGGGAGGGGTGGTG
ACCTGAGGGGAAGAAGAGAAGCATTTGGATAAACCTGGACCTGTGGGGAGGAGGAGGAGGAAGAGGAAGA
GGAAAAGGAGGGGAAGCTGAGCAGTGGCCCTAGGCTTGAAGCCTGCAGGGAGTGCAGGGTGGGTGGGGAA
CCTGGCTGAGCTGCTTCCTGCCTGAGAGCTTTCCCAGCTGGCCTAAGAGCCATGGACGGACAGGAGTCGC
CTTCTCAGGAGCAGCTCCCGCTGTTGCTGTGTTCAAGTGGCACCCTGTACACCTCCTCCTAGGTGGATGG
AGGGAAGGGTGAGGAAGAGAGCGTCAATGAAGGGGTGGAAGTGGATGTGGAGGAGTGACCAGACCAGACC
AGACCAGACCAGAGGGATCGGAGGCTCAGGCCCCCTGAGCTGGGCCTCTAAGAACCACAGCCACAGAGTC
AGGCTCTGCAGACCCAGAGGTAAGGCTGCCTGGCTGCCCCAAACCCCAGACACTCCTCTCCTTGCCTGCA
GGCTGCCCTCTCCCATGGCCACCCTAGACAGAGACACCACCCGTGATACTCTGAGGGAGCCAGACTTTCA
CATGCAACGGGGCATTTGGGGCTGGTTCGGGTCAGTGTCTACGGGTGGTGGATTTAGTGACCACCCTCCT
CCCACTTCTTTCTCTGCACGAGGAGTTGGGAGCCTGCCTGGTGGAGTTGAGTGATGCCCGTCATGTGCAC
TTGGGTCTACCAATGTGCTTAAGGCCAGATGGGCTTCCTAAGAGACAAGGGTGGGTGGACCTAACCAACT
ATCATCCCCAGCGATGTTCAAACATAAAATCTTATCTATGTGCAGCATGACTCTCTCCAGGTGACAGAAA
GGGCTCTAGACAGCTGAGAGGAACTGATCATGTAGGGAGGGACGGGGAGGGGAGCCAGGACCCAGGAGCT
GCATGGCTGTAAGAGGAAGGTCCTTGGAGGGTATCAGCAGTCTCAGTGTGATGTGACAACTATGGACCTG
TGGGTGTGCCCTGGGGACCCCTGACCCATCCCAAAACACTGTGGAAAGAAGGGCCTCTTCTCCGTGGGGA
CCCGTGTCTGTGGGAGCGGGCACAGGTCCATGCTGCAGGCCACTACGGCTGCTCGGCAGGAGGGCCGAGA
GTTTGGACCCACATAGCTGCAACCCAAGCTGGCCCATAATCAGCAGTGGGGCCCAGCAGCACAGGAGGGG
CGGACGGTTAGCTTTGGAAAAAATGACTTGATTAATCTGATTCGCCAAATAAATAGATTCATGTGA
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12.2 Primersets validiert an genomischer DNA

12.2.1 Primer Set 1 an gDNA

700 bp
500 bp
400 bp

300 bp
200 bp
150 bp

100 bp
75 bp

—
-—
—
[
e
—
L
—

o

50 bp

GAPDH 1+29 1+30 1+31
282 bp 448 bp 315 bp

12.2.2 Primer Set 2 an gDNA

700 bp
500 bp
400 bp

300 bp

200 bp
150 bp

100 bp
75 bp

il bl S B

-

50 bp

2+29 2+30 2+ 31 32+3 7+3
234 bp 400 bp 267 bp 434 bp 136 bp
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12.2.3 Primer Set 3 an gDNA

0o O o
n ~ o 9
N o o %
L O © ©
700 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
150 bp
100 bp
75 bp
4+5
356 bp

12.2.5 Primer Set 5 an gDNA

5°C

(6]

©
700 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
150 bp
100 bp
75 bp
50 bp

l—'—l

7+3
136 bp

12.2.7 Primer Set 7 an gDNA

O O o
b &~ o ©
N~ [e2] N <t
Te] [te} © ©
700 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
150 bp
100 bp
75 bp
50 bp
\—'—l
10+ 11
97 bp

12.2.4 Primer Set 4 an gDNA

o O 0O
s N

o &~ ©
N o o
v o ©

64°C

700 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

150 bp

100 bp
75 bp

4+6
111 bp

12.2.6 Primer Set 6 an gDNA

o o o
n ~ © 9
N o o %
n O © ©
700 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
150 bp
100 bp
75 bp
50 bp
8+9
123 bp

12.2.8 Primer Set 8 an gDNA

o
<
©
700 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
150 bp

100 bp
75 bp

50 bp

12+ 13
87 bp
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12.2.9 Primer Set 9 an gDNA

=]
—-—
—
—

12.2.11 Primer Set 11 an gDNA

57,5°C
59,7°C
62,6°C

(6]
S

<
©

700 bp
500 bp
400 bp

300 bp
200 bp
150 bp

100 bp
75 bp

50 bp

_'—J
17 +18
243 bp

Der Forward Primer ist ein Exon-Exon-

Junction-Primer, deswegen ist keine

Validierung an gDNA maoglich.

12.2.10 Primer Set 10 an gDNA

o O
0~
)
0 o

62,6°C
57,5°C
59,7°C
62,6°C

O
o

<
©

64°C

700 bp
500 bp
400 bp

300 bp
200 bp
150 bp

100 bp
75 bp

50 bp

32+3 7+3

434 bp 136 bp
Der Forward Primer ist ein Exon-Exon-
Junction-Primer, deswegen ist keine

Validierung an gDNA maoglich.

12.2.12 Primer Set 12 an gDNA

e 9 9
n N~ o 9
N (o2} o <
[Te] o) © ©
700 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
150 bp
100 bp
75 bp
50 bp
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243 bp
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12.2.13 Primer Set 13 an gDNA

700 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
150 bp
100 bp

75 bp

50 bp

9+33 9+34 32+3 7+3
198 bp 368 bp 434 bp 136 bp
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59,7°C
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64°C

12.2.14 Primer Set 14 an gDNA

100 bp
75 bp

o oo 9o
0 o o <« 0 o o
[Te) © © © [Te) © © ©
700 bp =
400 bp - .
300 bp -
200 bp -
150 bp -
—-—
—

50 bp
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12.3 Western Blots

12.3.1 Western Blot Transfektion 1

[kDa] GAPDH 10 ul [kDa] NS3 15 pl
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12.3.2 Western Blot Transfektion 2
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12.3.3 Western Blot Transfektion 3

[kDa] GAPDH 10 pl [kDa] NS3 27 pl
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12.3.4 Western Blot Transfektion 4
[kDa] GAPDH 10 pl [kDa] NS3 27 ul
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